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Достатньо дослідженими поверхнево-ак-
тивними речовинами (ПАР) є ліпопепти-
ди, що їх використовують в основному як 
ефективні антимікробні агенти [1–20]. Ок-
рім того, здійснюється пошук нових проду-
центів ПАР [21–23], зокрема й серед таких 
нетрадиційних, як молочнокислі бактерії 
[24–29] та морські мікроорганізми [30–37].

Унікальні особливості мікробних ПАР 
зумовлюють їх використання в різноманіт-
них галузях промисловості замість хіміч-
но синтезованих аналогів. ПАР мікробного 
походження набули застосування для вирі-
шення низки практичних завдань, що гостро 
постали перед людством: усунення екологіч-
них проблем (забруднення ґрунтів і водойм 
токсичними ксенобіотиками, що загрожує 
екологічною катастрофою), пошук альтер-
нативних антимікробних препаратів проти 
резистентних мікроорганізмів тощо. 

Ліпопептиди складаються з ліпідної ча-
стини, з’єднаної з коротким лінійним або 
циклічним олігопептидом. Продуцента-

ми ліпо пептидів є як бактерії (найвідомі-
ші — представники родів Pseudomonas та 
Bacillus), так і гриби [13]. 

Останніми роками детально досліджу-
ють фізіологічну роль поверхнево-активних 
ліпопептидів [13, 30, 38, 39], регуляцію їх 
біосинтезу [13, 40–42], ведуть пошуки нових 
продуцентів [43–51]. Значно менше уваги 
приділено оптимізації процесів їх біосинте-
зу [52, 53].

Продуценти та класифікація за хімічною 
структурою. Одними з найбільш вивчених 
продуцентів ліпопептидів є штами Bacillus 
subtilis, які синтезують сурфактин [48, 51, 
54–57]. Перші повідомлення про цей ліпо-
пептид датуються кінцем 60-х років ХХ ст. 
[58]. Синтезувати ПАР здатні також й інші 
представники роду Bacillus, наприклад 
B. amyloliquifaciens KSU-109 [46].

Окрім сурфактину найвідомішими ліпо-
пептидами є відкриті у 60–70-х рр. ХХ ст. 
граміцидін S (B. brevis) та поліміксин 
(B. poly myxa), а також антифунгальні ліпо-

REVIEWS
УДК 759.873.088.5:661.185

МІКРОБНІ ПОВЕРХНЕВО-АКТИВНІ РЕЧОВИНИ. 
II. ЛІПОПЕПТИДИ 

Клю чові сло ва:  мікробні поверхнево-активні речовини, ліпопептиди, нетрадиційні продуценти.  

Т. П. ПИРОГ, А. Д. КОНОН, А. П. СОФІЛКАНИЧ

Національний університет харчових технологій, Київ, Україна

E'mail: tapirog@nuft.edu.ua
Отримано 16.09.2013

Подано класифікацію та розглянуто хімічну структуру ліпопептидів, їхніх продуцентів (пред-
ставники родів Bacillus і Pseudomonas). Описано роль ліпопептидів у русі клітин та формуванні 
біоплівок, зв’язуванні металів і деструкції ксенобіотиків, а також дію їх на клітини про- та евкаріо-
тів. Наведено етапи нерибосомального синтезу ліпопептидів і висвітлено роль двокомпонентних 
(GacA/GacS, ComA/ComP) та кворумної систем у регуляції цього процесу. 

Розкрито потенціал молочнокислих бактерій та морських мікроорганізмів як нетрадиційних 
перспективних продуцентів поверхнево-активних речовин різної хімічної природи (ліпопептидів, 
фосфоліпідів і жирних кислот, гліколіпопептидів), показано їхню продуктивність та переваги перед 
традиційними продуцентами. Описано властивості поверхнево-активних речовин, синтезованих 
молочнокислими бактеріями (зниження поверхневого натягу, критична концентрація міцелоутво-
рення, стійкість у широкому діапазоні рН, температури, біологічна дія). 

Поверхнево-активні речовини пробіотичних непатогенних бактерій можуть бути використані як 
ефективні антиадгезивні та антимікробні агенти, а морські продуценти здатні до синтезу унікаль-
них метаболітів, що не продукуються іншими мікроорганізмами.
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пептиди ітурин та фенгіцин (B. subtilis) [59]. 
Значно пізніше почали вивчати ліпопептиди 
псевдомонад, першим з яких був віскозин 
Pseudomonas fluorescens, описаний у 1990 р. 
[60].

Нині з появою дедалі більшої кількості 
нових різноманітних ліпопептидів представ-
ників родів Bacillus та Pseudomonas здійсню-
ються спроби їх класифікації за структурою. 
Так, ліпопептиди різняться за довжиною 
і складом ліпідного залишку і типом, кількі-
стю та конфігурацією амінокислот, що вхо-
дять до його складу [47, 49, 61–64].

Ліпопептиди, синтезовані представни-
ками роду Bacillus, поділяють на три роди-
ни циклічних сполук: сурфактин, ітурин та 
фенгіцин, які відрізняються за положенням, 
довжиною та ізомерами жирних кислот, що 
входять до їхнього складу [62]. Детальніше 
визначення структури цих сполук здійсню-
ють з використанням двовимірного ядерного 
магнітного резонансу [65–67] та нейтронної 
рефлектометрії [68]. 

Циклічні ліпопептиди псевдомонад поді-
лено на чотири головні групи: віскозин, ам-
фізин, толаазин, сирингоміцин [13].

До відомих трьох родин ліпопептидів ба-
цил не увійшли курстакин Bacillus thu rin-
giensis [43, 69], малтацин B. subtilis [70], 
поліміксин B. polymyxa [71], бамілоцин А 
B. amyloliquefaciens [72] та нещодавно виді-
лений ліпопептид ліхеніформін, синтезова-
ний Bacillus licheniformis MS3 [44].

Окрім того, було ідентифіковано низку 
нових ліпопептидів, продукованих псев до-
монадами, наприклад, артрофактин Pseudo-
mo nas (раніше Arthrobacter) sp. MIS38 [73], 
путисольвін І та ІІ P. putida [9, 74], орфамід 
P. uorescens Pf-5 [75, 76], псевдодесмін А та 
В штаму Pseudomonas, ізольованого зі шкі-
ри саламандри [77], причому деякі з них не 
належать до жодної групи з представлених 
у класифікації. Також відкрито й лінійні 
ліпопептиди: сирингофактин Pseudomonas 
syringae pv. tomato DC3000 [78] та пептид 
31 — лінійний похідний сирингопептиду 
P. syringae 31R1 [79].

До синтезу ліпопептидів здатні не тільки 
бацили і псевдомонади, а й представники ін-
ших родин. Так, у 1998 р. було описано нову 
ПАР пептидної природи, названу стрепто-
фактином, продуцентом якої є Streptomyces 
tendae T  901/8c [80]. До синтезу високоак-
тивних ПАР ліпопептидної природи здатні 
Thiobacillus thiooxidans (утворюють орні-
синвмісні ліпіди), Gluconobacter cerinus IFO 

3267 (цериліпін-, орнісин- та тауринвмісні 
ліпіди), Agrobacterium tumefaciens IFO 3058 
(лізинвмісні ліпіди) [81–83]. У роботі [84] 
описано ехінокандинподібні циклічні ліпо-
пептиди з антифунгальними властивостя-
ми, синтезовані представниками груп Coelo-
my cetes та Hyphomycetes. Paenibacillus sp. 
IIRAC-30 утворює циклічну сурфактинпо-
дібну сполуку, ефективну проти Rhizoctonia 
solani у концентрації 14 мкг/мл [45]. 

Етапи біосинтезу. Більшість ліпопепти-
дів утворюється нерибосомальним синтезом, 
проте деякі представники ітуринової родини 
можуть синтезуватись як полікетиди або 
жирні кислоти [85, 86].

У нерибосомальному синтезі беруть участь 
кілька взаємодіючих модулів, що по сту пово 
приєднують амінокислоти до основ но го лан-
цюга [61, 85–89]. Їх можна поділити на мо-
дулі ініціації та елонгації. Зазвичай модуль 
ініціації містить домен аденілювання (А), 
відповідальний за активацію амінокислот 
з утворенням аміноацил-АМФ (рис. 1, А), та 
тіолювання (Т), що приводить до утворення 
аміноацилтіоефіру (рис. 1, В) [13, 90]. Під 
час біосинтезу ліпопептидів зазвичай пер-
ший модуль ще містить домен конденсації 
(С), що каталізує N-ацилювання першої амі-
нокислоти з приєднанням ліпідної частини 
молекули [91]. Модуль елонгації містить 
аналогічні домени (А, Т та С), проте домен 
конденсації (С) каталізує утворення пептид-
ного зв’язку між двома активованими аміно-
кислотами (2АА, рис. 1, С). Процес синтезу 
ліпопептидів завершує тіоестераза (Те), від-
повідальна або за циклізацію ліпопептиду 
[92–94], або репарацію Т-домену (регенера-
ція фосфопантотеїнового кофактора) [95] 
з утворенням лінійної сполуки (рис. 1, D). 

У нерибосомальному синтезі також бере 
участь домен епімеризації (Е), відповідаль-
ний за конфігурацію амінокислот (L- або 
D-форма) у ліпопептиді, причому у представ-
ників роду Bacillus такі домени відомі [96, 
97], а у псевдомонад не виявлені. Припуска-
ють, що за зміну конфігурації амінокислот 
у представників роду Pseudomonas відпові-
дає або екзорацемаза [73], або С-домен, що 
виконує подвійну функцію (конденсація та 
епімеризація) [98, 99].

Відомо, що одночасно синтезується кіль-
ка структурно схожих ліпопептидів [78], 
які можуть належати до різних родин [99]. 
Таке явище зумовлено субстратною неспе-
цифічністю А-домену, що може активувати 
різні амінкислоти, та подвійною функцією 
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С-домену, внаслідок чого синтезуються ПАР 
з незначними структурними змінами у пеп-
тидній частині [13].

Так, P. syringae pv. tomato DC3000 синте-
зує шість ліпопептидів, названих сиринго-
фактинами A–F, за синтез яких відповідають 
гени syfR (pspto_2828), syfA (pspto_2829), 
syfB (pspto_2830), syfC (pspto_2831) та syfD 
(pspto_2832) з різною кількістю модулів. 
Наявність С-домену з подвійною функцією 
в структурі гена syfA (pspto_2829), а також 
високоактивного А-домену в третьому моду лі 
гена syfB (pspto_2830) приводить, зокрема, 
до заміни валіну на лейцин і синтезу не си-
рингофактину A, а сирингофактину В [78]. 

Докладніше біосинтез сурфактину, лі хе -
нізину, фенгіцину, бациломіцину, ітури ну, 
мікосубтиліну, фузарицину (продуцен ти — 
представники роду Bacillus), а також сирин-
гоміцину, сирингопептину, артрофак тину, ві-
скозину, масетоліду, орфаміду, путисоль ві ну, 
сирингофактину, ентолізину (синтезуються 
бактеріями роду Pseudomonas) описано в [40].

Регуляція біосинтезу у представників 
родів Pseudomonas та Bacillus. У представ-

ників роду Pseudomonas функціонує дво-
компонентна регуляція біосинтезу ПАР 
GacA/GacS [100–102], проте маловивченими 
залишаються сигнальні молекули, що впли-
вають на неї. Так, біосинтез сирингопепти-
ну активується специфічними фенольними 
-глікозидами [103] (сигнальні молекули 
рослин, вражених фітопатогенними проду-
центами даних ПАР), амфісину — витяжка-
ми з насіння цукрового буряку [104], що міс-
тять не ідентифіковані сигнальні молекули.

Ще однією важливою регуляцією є кво-
румна, автоіндуктором якої у псевдомонад 
є N-ацил-гомосеринлактон (його синтез ко-
дується генами luxI-типу). За накопичення 
сигнальних молекул до високого рівня вони 
зв’язуються з LuxR регуляторними протеї-
нами, що сприяє активації транскрипції ге-
нів-мішеней [105]. Така кворумна регуляція 
функціонує у P. uorescens 5064 та P. putida 
PCL1445 — продуцентів віскозину та пути-
сольвіну [106, 107].

Регулятори транскрипції LuxR-типу та-
кож відіграють важливу роль у синтезі си-
рингоміцину, сирингопептину, сирингофак-

Рис. 1. Поетапна схема нерибосомального синтезу пептидів [90]:
Т1 і Т2 — Т-домени сусідніх аміноацилтіоефірів; D та А — сайт донора й акцептора; 

Х — нітроген або оксиген

A

D

C

B

A-домен

акцептордонор

Те-домен

С-домен

Т-домен
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тину, путисольвіну, віскозину та масетоліду 
[78, 103, 108–110]. Крім того, за утворен-
ня путисольвіну відповідають регулятор-
ні гени dnaK, dnaJ та grpE, що впливають 
на синтез протеїнів теплового шоку [111]. 
У P. fuorescens SS101 біосинтез масетоліду 
регулюється сериновою протеазою ClpP (є не-
залежною від Gac), що впливає на експресію 
генів luxR(mA), які, у свою чергу, регулю-
ють транскрипцію генів massABC, відпові-
дальних за утворення ПАР. Цікавим є при-
пущення, що на експресію цих генів також 
впливають амінокислоти глутамат та про-
лін, що виступають як сигнальні моле ку ли, 
та інтермедіати циклу Кребса [112]. На рис. 
2 наведено модель ClpP-опосередко ваної ре-
гуляції біосинтезу масетоліду P. fuorescens 
SS101.

Важливими видами регуляції біосинте-
зу ліпопептидів представників роду Bacillus 
є як двокомпонентна, так і кворумна [113]. 
Наприклад, основними складовими двоком-
понентної регуляції біосинтезу сурфактину 
є: ComA/ComP, феромон ComX та фосфатаза 
RapC. Під дією ComX мембранна гістидин-
кіназа ComP активує ComA, який, у свою 
чергу, у фосфорильованій формі зв’язуєть-
ся з промоторною ділянкою гена srfA, від-
повідального за утворення ліпопептиду. За 
дефосфорилювання ComA відповідає фос-

фатаза RapC, активність якої залежить від 
внутрішньоклітинної концентрації пен та-
пептиду PhrC. Таким чином, низька кон цен-
трація PhrC призводить до низької активності 
RapC, унаслідок чого підвищується експресія 
srf-генів, тимчасом як висока концентрація 
PhrC репресує біосинтез сурфактину. Вну-
трішньоклітинний рівень PhrC також зале-
жить від концентрації інших компонентів, 
зокрема пермеази SpoOK, яка транспортує 
PhrC через мембрану. На експресію srf-генів 
впливають і такі транскрипційні фактори, як 
DegU [114], або Н2О2-стресрегулювальні PerR 
[115] (позитивні регулятори) та деякі репре-
сори [113, 116].

Окрім того, експресія генів, відповідаль-
них за синтез сурфактину, залежить від гус-
тини клітин, що є характерним для кворум-
ної регуляції. Одним із основних регуляторів 
синтезу мікосубтиліну (продуценти штами 
B. subtilis) є AbrB, проте у abrB–-мутантного 
штаму ATCC 6633 індукція мікосубтиліно-
вого оперону тривала й далі, що свідчить про 
інші механізми регуляції [113]. 

Серед ліпопептидів ітуринової родини 
найбільш дослідженою є регуляція біосин-
тезу бамілоцину D у B. amyloliquefaciens 
FZB42 [117]. Встановлено, що активація ба-
мілоцинового оперону (bmy) відбувається за 
взаємодії з протеїнами DegU та DegQ [117]. 
У свою чергу, експресія гена degQ контро-
люється ComA. На посттранскрипційному 
рівні на синтез бамілоцину діє мембранний 
протеїн YczE. За синтез пліпастатину відпо-
відає оперон ppsABCDE, на експресію якого 
впливає DegQ [118].

Вплив на функції продуцентів. ПАР 
впли вають на такі функції власних проду-
центів, як рухливість (плавання та роїння, 
деадгезія з поверхні), міжклітинна взаємо-
дія (утворення біоплівок, кворумна взаємо-
дія, аменсалізм та патогенність), клітин-
на диференціація, взаємодія із субстратом 
(пряма та опосередкована), антитоксична 
функція. Майже всі ці властивості прита-
манні й ліпопептидам [13].

Антагоністичні властивості. Ліпопеп-
ти ди з антимікробною активністю у при-
родних умовах надають перевагу їхнім 
продуцентам у конкурентній боротьбі з ін-
шими мікроорганізмами. У лабораторних 
дослідах in vitro досліджували й антивірус-
ну дію ПАР. Так, ще в 1977 р. було показа-
но ефективність сурфактину проти вірусів 
з оболонкою [119]. Дещо пізніше почали 
вивчати антибактеріальні властивості по-

Рис. 2. Схематичне зображення регуляції 
синтезу масетоліду P. fuorescens SS101.

Світлими стрілками позначено гіпотетичний 
вплив [112]
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верхнево-активних ліпопептидів, причому 
ефективніше вони діяли проти грампози-
тивних бактерій. Корпептин, сирингопеп-
тин, толаазин виявляли антимікробну дію 
щодо Bacillus megaterium [5, 10, 15]; ма-
сетолід, віскозин, сирингопептин, сирин-
гоміцин — Mycobacterium tuberculosis, 
Mycobacterium avium-intercellulare та Myco-
bac terium smegmatis [2, 4, 6]; сурфактин — 
B. cereus [8] та фітопатогенних бактерій 
Xantho monas campestris і P. syringae [101]; 
путисольвін — P. uorescens та P. aeruginosa 
[9]. Ліпопептидам була притаманна анти-
фунгальна активність. Наприклад, фенгі-
цин діяв на Fusarium graminearum [19], 
Botrytis cinerea [17] та Podosphaera fusca 
[14]; ітурин (у деяких випадках у сумі-
ші із сурфактином) — Colletotrichum 
demia tium [7], Penicillium roqueforti [3], 
Aspergillus avus [120], Rhizoctonia solani 
[20], Ophiostoma flexuosum, Ophiostoma 
tetropii, Ophiostoma polonicum, Ophiostoma 
ips [18] та Paecilomyces lilacinus, Pochonia 
chlamydosporia, Clonostachys rosea [11]; сур-
фактин — патоген рису Magnaporthe grisea 
[16] та R. solani [12]. У роботі [41] показано, 
що штам B. subtilis Bs-M49, який мав три 
міссенс-мутації у генах comA, а також штам 
MC1 з нокаутованим геном comA, були, на 
відміну від дикого штаму, не здатними до 
синтезу сурфактину й не пригнічували ріст 
R. solani, Bs-916. Інтеграція comA у хромосому 
штаму Bs-M49 (M49C3) сприяла відновленню 
його біологічної активності. Ізольовані з ба-
сейну річки Амазонки штами Bacillus синте-
зували суміш ліпопептидів (сурфактин, ітурин 
А, фенгіцин, бациломіцин), що пригнічували 
фітопатогенні гриби Fusarium spp., Aspergillus 
spp. та Bipolaris sorokiniana [39]. У роботі [38] 
описано механізм дії сурфактину, фенгіцину 
та ітурину B. subtilis QST713 на клітини грибів. 
Встановлено, що, на відміну від типових синте-
тичних ПАР (октилглюкозид, додецилсульфат 
натрію тощо), мікробні не призводили до за-
гального розупорядкування цитоплазматичної 
мембрани, а діяли локально через спонтанну 
сегрегацію ліпідів і/або спричинювали дефек-
ти упакування її елементів. 

ПАР ліпопептидої природи також були 
ефективними проти деяких видів ооміцетів 
Pythium та Phytophthora і призводили до лі-
зису зооспор [75, 100, 121–126] або пригні-
чували міцеліальний ріст [125]. 

Захист від хижаків. Відомо, що значний 
вплив на динаміку росту, поширення та ево-
люцію бактеріальних угруповань справля-

ють найпростіші [127]. З метою самозахисту 
бактерії розвинули низку механізмів, які 
загалом можна поділити на дві групи: ті, що 
діють до та після поглинання бактерії хижа-
ком [128]. До перших можна віднести зміни 
у морфології клітин, поверхневі властивості 
та рухливість, до другої — синтез токсич-
них метаболітів [129, 130]. Так, Serratia 
marcescens та Bacillus sp. продукували сера-
ветин W2 і сурфактин, за допомогою яких 
захищалися від нематоди Caenorhabditis 
elegans [131], а P. uorescens — масетолід 
та віскозин, що спричинювали лізис амеби 
Naegleria americana [132].

Рухливість. Відомо, що ПАР відіграють 
важливу роль у такому виді руху, як роїн-
ня, впливаючи на утворення диференційо-
ваних клітин більшого розміру із підвище-
ним вмістом флагеліну. Клітини мутантних 
штамів, не здатних до синтезу ліпопептидів, 
були нерухливими й не формували так звані 
потоки Марангоні за умов росту на напіврід-
кому середовищі (рис. 3) [78, 133]. Додаван-
ня мікробних ПАР у середовище приводило 
до відновлення їх руху [121, 134–136].

Окрім того, ПАР належала вирішальна 
роль у колонізації мікроорганізмами рослин 
[1, 137, 138].

Утворення біоплівки. Суттєвою є і роль 
ліпопептидів у прикріпленні клітин до по-
верхні та у процесах формування біоплівки. 
Так, продуцент артрофактину Pseudomonas 
sp. MIS38 формував біоплівку на поліпропі-
леновій поверхні, тимчасом як дефектний 
за артрофактином мутант був практично не 
здатний до цього [73].

Аналогічні результати було встановлено 
для штамів P. fuorescens SBW25 та P. fuo-
res cens SS101, здатних до синтезу віскозину 
та масетоліду [99, 121], а також B. subtilis 
A1/3 — продуцента сурфактину [140]. На 
рис. 4 показано вплив сурфактину, фен-
гіцину й ітурину дикого штаму Bacillus 
amyloliquefaciens FZB42, а також мутантів 
AK3, CH1 та CH2 на формування біоплівки.

Припускають, що ПАР змінюють гідро-
фільність-гідрофобність або заряд поверхні 
клітини, сприяючи тим самим формуванню 
біоплівки [99]. Сурфактин може слугувати 
сигнальною молекулою і спричинювати ви-
тік калію, який у свою чергу активує гісти-
динкіназу KinC, що впливає на експресію ге-
нів psA-O і yqxM-sipW-tasA, відповідальних 
за формування матриксу біоплівки [141].

ПАР також притаманні й антиадгезив-
ні властивості. Так, сурфактин знижував 
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адгезію Listeria monocytogenes та Entero-
bac ter sakazakii на пропіленовій і сталевій 
поверхнях [142], ліпопептид B. subtilis ін-
гібував формування біоплівки Salmonella 
enterica sv. typhimurium [143] і Streptomyces 
coelicolor [144], путисольвін, синтезова-
ний P. putida, — P. aeruginosa PA14 та 
P. fuorescens WCS365 [9], псевдофактин ІІ 
P. fluorescens BD5 — різних штамів Esche ri chia 
coli, Enterococcus faecalis, Enterococcus hirae, 
Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis, 
Candida albicans [145], а віскозин і масетолід А 
P. fuorescens порушував процес утворення мі-
кроколоній P. aeruginosa PAO1 [13]. 

Роль у патогенезі та індукції резистент-
ності рослин. Ліпопептиди можуть відпові-
дати за інфікування рослин мікроорганіз-
мами-продуцентами, а також стимулювати 
їхні захисні функції. Наприклад, синтез си-
рингоміцину та сирингопептину підвищував 
вірулентність P. syringae pv. syringae [146], 
а віскозин відповідав за колонізацію P. fuo-
res cens 5064 тканин броколі [147]. Проте 
в разі оброблення коренів томату очищеним 
масетолідом А P. fuorescens листки рослини 
виявляли підвищену стійкість до інфекцій, 
збудником яких є P. іnfestans [138]. Анало-
гічно очищені фенгіцин та сурфактин істот-
но підвищували захист від патогену Botrytis 
cinerea у листках гороху й томату [148]. 
З додаванням ліпопептиду Bacillus sp. у то-
матів підвищувалась активність двох клю-
чових ензимів оксиліпінового шляху [148], 
що зумовлювало синтез широкого спектра 
вторинних метаболітів [149].

Дія на клітини пухлин. Для нового ци-
клічного ліпопептиду B. subtilis natto T-2 

було описано протипухлинну активність 
проти клітин лейкозу лінії K562. Запропо-
нований механізм дії полягає у накопичен-
ні клітиною Ca2+ та індукції апоптозу [150]. 
Інше незалежне дослідження показало анти-
проліферативну дію сурфактину на злоякіс-
ні клітини кишечника LoVo [151]. 

Зв’язування металів та деструкція ксе-
нобіотиків. Наприкінці ХХ — на початку 
ХХІ ст. з’явилися повідомлення про здатність 
ліпопептидних ПАР зв’язувати метали. Так, 
ліхенізин і сурфактин хелатували катіони 
Ca2+ [152], ітурин та граміцинин S — Na+, 
Rb+ та K+ [153]. Завдяки здатності утворюва-
ти комплекси з металами ПАР можуть бути 
використані для біоремедіації ґрунтів [154]. 
Окрім того, ПАР відіграють важливу роль у 
розкладанні нерозчинних ароматичних спо-
лук унаслідок переведення їх у доступнішу 
для мікроорганізмів-деструкторів форму 
[155]. Вважають, що мікроорганізми за ра-
хунок синтезу ПАР захищають власні клі-
тини від токсичного впливу металів [13] або 
емульгують недоступні субстрати для того, 
щоб використати їх як джерело вуглецю або 
азоту.

Рис. 3. Роль ліпопептидів у рухливості представників родів Pseudomonas та Bacillus:
а —  дикий штам P. fuorescens SS101, що синтезує ліпопептиди й утворює потоки Марангоні, та нерухливий 

ліпопептиддефіцитний мутантний штам SS101 (крайній справа); 
b — дикі штами Bacillus S499 та FZB42, які продукують сурфактин, ітурин і фенгіцин, мутанти AK3 
(сурф+, фенг–, ітур–), CH1 (сурф–, фенг+, ітур–) та CH2 (сурф–, фенг–, ітур+) [139]

a

b

Рис. 4. Роль ліпопептидів представників 
роду Bacillus у формуванні біоплівок [13]
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ПАР, синтезовані молочнокислими бак-
теріями

Література щодо синтезу ПАР молочно-
кислими бактеріями є нечисленною. Перші 
роботи з’явилися наприкінці ХХ — на по-
чатку ХХІ ст. і були присвячені здатності 
ПАР молочнокислих бактерій знижувати 
адгезію патогенних мікроорганізмів на по-
верхні скла [156], силікону [157], хірургіч-
них імплантатів [158] та голосових протезів 
[159, 160]. У 2004–2006 рр. уперше описано 
пробіотичні штами Lactococcus lactis 53 та 
Streptococcus thermophilus A, які є проду-
центами ПАР з антимікробними властивос-
тями [160–162].

Незважаючи на те, що ПАР пробіотич-
них бактерій є менш ефективними і синте-
зуються в значно менших кількостях (усьо-
го 20–100 мг/л), ніж відомі рамноліпіди 
P. aeruginosa, софороліпіди Candida, сур-
фактин та ітурин B. subtilis, саме вони мо-
жуть бути використані у медицині через не-
патогенність продуцентів [26, 29]. Основним 
фактором, що стримує комерціалізацію 
і ви користання ПАР молочнокислих бакте-
рій у фармакології, є брак знань щодо їхніх 
структурних та молекулярних характерис-
тик [29].

В останні роки з’являються повідомлен-
ня про виділення та ідентифікацію нових 
продуцентів ПАР серед пробіотичних бак-
терій. Дослідження присвячено визначенню 
хімічного складу синтезованих ПАР, їхніх 
характеристик, а також антимікробних та 
антиадгезивних властивостей. Так, у ро-
боті [26] було описано штам Lactobacillus 
paracasei ssp. paracasei A20, виділений на 
підприємстві молочної промисловості, здат-
ний до синтезу ПАР (хімічний склад не вста-
новлено), що знижували поверхневий натяг 
до 41,8 мН/м, критична концентрація мі-
целоутворення (ККМ) становила 2,5 мг/мл. 
Крім того, ПАР штаму A20 були стійкими 
в широкому діапазоні рН (від 6 до 10, опти-
мум 7) і не втрачали своїх властивостей під 
час нагрівання до 60 С упродовж 120 год. 
Встановлено, що неочищені ПАР у кон-
центрації 25 мг/мл на 83,5–100% пригні-
чували ріст E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, 
S. epidermidis, S. agalactiae та S. pyogenes, 
а також виявляли антиадгезивну активність 
щодо всіх досліджуваних тест-культур. 

Найефективніше ПАР лактобацил зни-
жували адгезію S. aureus (на 72,0%), S. epi-
der midis (62,1%) та S. agalactiae (60,0%). 
Більш детально ці властивості описано в 

ро бо ті [25]. Показано, що повне пригнічен-
ня росту непатогенних видів Lactobacillus 
(L. casei 36, L. casei 72, L. reuteri 104R та 
L. reuteri ML1), а також мешканців ротової 
порожнини S. oralis J22 та S. sanguis 12 від-
бувалося за концентрації ПАР L. рaracasei 
ssp. paracasei A20 25–50 мг/мл. Менш ефек-
тивно препарати діяли на гриби. Так, фун-
гіцидну дію щодо C. albicans спостерігали 
лише за максимально досліджуваної кон-
центрації (50 мг/мл), а ріст Malassezia sp., 
Trichophyton mentagrophytes та Trichophyton 
rubrum пригнічувався лише на 71,6–86,1%. 
Автори зазначають, що це повідомлення є 
першим стосовно синтезу лактобактеріями 
ПАР з таким широким спектром антибакте-
ріальної активності. Щодо антиадгезивних 
властивостей, то найефективніше препарати 
діяли на штами L. reuteri (77,6–78,8% неад-
гезованих клітин), L. casei (56,5–63,8%) та 
S. sanguis 12 (72,9%). Менш ефективно зни-
жували адгезію S. mutans HG985 (31,4%) 
та грибів (15,3–38,9%). Крім того, клітини 
L. рaracasei ssp. paracasei A20 були здатні до 
автоагрегації, тобто до утворення багатоклі-
тинних скупчень (51% через 2 год експози-
ції), що є важливою властивістю пробіотич-
них мікроорганізмів.

Важливими є дослідження, присвячені 
вивченню одночасного впливу рН, температу-
ри і концентрації солей на поверхнево-актив-
ні властивості метаболітів, синтезованих L. 
pentosus [24]. Встановлено, що в діапазоні рН 
3–5,5, за низької концентрації солей та темпе-
ратури ці зовнішні чинники діяли синергічно, 
і ПАР ефективніше знижували поверхневий 
натяг. В іншій роботі показано можливість 
використання ПАР L. рentosus для очищення 
ґрунту від октану (70 г/кг ґрунту) [27]. Вста-
новлено, що на 30-ту добу в ґрунті деградувало 
76% октану, тимчасом як у контрольному ва-
ріанті (ґрунт, не оброб ле ний ПАР) розклалося 
лише 24% ксено біотика.

Перспективним є застосування ПАР про-
біотичних штамів для покриття абіотичних 
матеріалів, використовуваних у медицині. 
Так, у роботі [28] методами інфрачервоної 
спектроскопії (ATR-FTIR), рентгенівської фо-
тоелектронної спектроскопії (XPS), атомно-
силової мікроскопії (AFM), а також ви мі-
рю ванням кута змочування встановлено 
здатність ПАР L. lactis, L. paracasei, S. ther-
mo philus A та S. thermophilus B утворювати 
суцільний шар на поверхні полідиметилси-
локсану. Модифікований матеріал було ви-
знано нетоксичним та негемолітичним.
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Морські мікроорганізми як продуценти ПАР
Морські мікроорганізми як потенційні 

продуценти практично важливих метаболі-
тів почали інтенсивно досліджувати у 80–
90-х рр. ХХ ст. [162–164]. Тоді ж з’являють-
ся перші огляди, присвячені синтезу ними 
ПАР [165–167], що доповнюються й у ХХІ ст. 
[30, 168–170]. Унікальність морських про-
дуцентів полягає в тому, що в ході еволюції 
вони набули здатності до синтезу нових ме-
таболітів (антибіотики, ензими, вітаміни, 
ПАР, біоемульгатори тощо), які не проду-
куються іншими мікроорганізмами [32, 37]. 
У літературі останнього десятиліття опи-
сано представників різних таксономічних 
груп — продуцентів поверхнево-активних 
гліко-, аміно-, фосфоліпідів, жирних кис-
лот, а також ПАР з не ідентифікованою 
досі хімічною структурою [31, 33–37, 168, 
171–179]. Так, у [175] описано штам на-
фтоокиснювальних бактерій Rhodococcus 
erythropolis 3C-9, виділений з приморських 
ґрунтів острова Сяминь. Кожен з морських 
штамів Bacillus sp. S3, Bacillus pumilus S8, 
Bacillus licheniformis D1 та Serratia mar-
cescens V1, виділених із поверхні зелених 
мідій Perna viridis і коралів Symphyllia sp., 
знайдених у прибережних районах Ковалам 
та Мандапам (Таміл Наду, Індія), синтезу-
вав ПАР за попарного сумісного культи-
вування з P. aeru ginosa PA, B. pumilus BP, 
C. albicans CA або Yarrowia lipolytica YL, 
які виступали індукторами синтезу (для 
кожного продуцента — один-два індуктори) 
[31–35].

Як відомо, найактивнішими продуцен-
тами ліпопептидів є представники роду 
Bacillus. Так, штам B. circulans, ізольова-
ний з Андаманських і Нікобарських остро-
вів (Індія), синтезував поверхнево-активні 
ліпопептиди [171], антимікробна активність 
яких залежала від джерела вуглецю в сере-
довищі культивування. ПАР з найефектив-
нішою антимікробною дією синтезувалися 
у разі заміни гліцеролу, крохмалю або саха-
рози на глюкозу [173]. Крім того, B. сirculans 
був здатен до деструкції поліароматичних 
вуглеводнів, таких як антрацен [172].

У роботі [36] описано інший продуцент лі-
попептидів — Bacillus velezensis H3, ізольо-
ваний з морського мулу Хуанхайського моря 
та Бохайської затоки (Далянь, Китай), і вста-
новлено здатність цього штаму до синтезу 
сурфактиноподібних сполук, які знижували 
поверхневий натяг з 71,8 до 24,8 мН/м. Най-
вищу емульгувальну активність ПАР спо-

стерігали за рН 6,0, 2% NaCl, 28 C. Культи-
вування штаму здійснювали на середовищі 
з крохмалем (2%) та сульфатом амонію (1%) 
як джерелами вуглецю та азоту. Методом 
дифузії в агар встановлено, що ліпопепти-
дам штаму H3 в концентрації 100 мкг/мл 
притаманна антимікробна активність щодо 
S. aureus, Mycobacterium, Klebsiella peneu-
moniae, P. aeruginosa та C. albicans (зони за-
тримки росту 10–14 мм).

Для виділеного з морського середовища 
порту Тутікорин (Індія) штаму Azotobacter 
chroococcum встановлено здатність до синте-
зу ПАР ліпопептидної природи за умов рос-
ту на неочищеній нафті, використаній мо-
торній оливі та олії земляного горіха [177]. 
Показано, що максимальної концентрації 
цільового продукту (до 2,97 г/л) досягнено 
на 132-гу год культивування за температури 
38 С, рН 8,0, 30‰ солоності та 2% (масова 
частка) субстрату. Масштабування процесу 
на ферментаційне обладнання (3-літровий 
ферментер) дало змогу підвищити синтез 
ПАР до 4,6 г/л [179].

Представники роду Myroides (M. SM1, 
M. odoratus JCM7458 та M. odoramitimus 
JCM7460), виділені з морської води, як 
продуценти поверхнево-активних фосфо-
ліпідів та жирних кислот описано в ро-
ботах [168, 174–178]. За хімічною приро-
дою синтезовані цими мікроорганізмами 
ПАР є холіновими та дезоксихоліновими 
кислотами, з’єднаними із гліцином. Уза-
гальнюючу інформацію про синтез ПАР 
морськими мікроорганізмами наведено 
в таблиці.

Таким чином, великий інтерес до ПАР 
ліпопептидної природи зумовлений можли-
вістю використання їх як ефективних анти-
мікробних агентів. 

У розглянутій літературі велику увагу 
приділено хімічній структурі цих ліпопеп-
тидних ПАР та їхнім продуцентам, етапам 
і регуляції біосинтезу, а також фізіологіч-
ній ролі. Найбільш вивченими є ліпопепти-
ди представників роду Bacillus (сурфактин, 
граміцидин S, поліміксин, ітурин, фенгіцин 
тощо) та Pseudomonas (віскозин, амфізин, 
толаазин, сирингоміцин та ін.). У нерибо-
сомальному синтезі ліпопептидів беруть 
участь фактори ініціації та елонгації, а ре-
гуляція є двокомпонентною GacA/GacS (рід 
Pseudomonas) і ComA/ComP (рід Bacillus), 
а також кворумною. 



Reviews

17

Ліпопептидам притаманна антибактері-
альна, антифунгальна, антивірусна, анти-
адгезивна активність, вони беруть участь 
у русі клітин (рух роїнням) та формуванні 
біо плівок, діють на клітини пухлин, спричи-
нюючи апоптоз і пригнічуючи проліферацію, 
зв’язують метали у нерозчинні комплекси 
й беруть участь у деструкції ароматичних 
сполук мікроорганізмами.

Це свідчить про актуальність пошуку 
нових нетрадиційних продуцентів ПАР. 
Такі пробіотичні непатогенні бактерії мо-
жуть бути використані як ефективні анти-
адгезивні та антимікробні агенти, а морські 
продуценти здатні до синтезу унікальних 
метаболітів, що не продукуються іншими 
мікроорганізмами.

Поверхнево-активні речовини, синтезовані морськими мікроорганізмами

Клас ПАР Продуцент Хімічна структура Властивості ПАР
Літе-
ра ту-

ра

Ліпопептиди

B. circulans

Новий тип 
ліпопептидів 
(структуру не 

ідентифіковано)

Виражена антимікробна дія, 
відсутність гемолітичної 

активності
[171]

B. velezensis H3
nC14-сурфактин 
та антеізо-C15-

сурфактин

Здатність знижувати поверхневий 
натяг, емульгувальна активність, 

виражена антимікробна дія
[36]

A. chroococcum
Ліпіди та протеїни 
у співвідношенні 

31:69

Емульгатор моторної оливи, 
неочищеної нафти, дизелю, гасу, 
нафталену, антрацену, ксилену

[177, 
179]

Фосфоліпіди 
та жирні 
кислоти

Myroides SM1, 
M. odoratus JCM7458 

та M. odoramitimus 
JCM7460

Холінові та 
дезоксихолінові 

кислоти, з’єднані 
з гліцином

Здатність до зниження 
поверхневого натягу [174]

Гліколіпо-
пептиди C. kutscheri

Вуглеводи (40%), 
ліпіди (27%) та 
протеїни (29%)

Емульгатор різних вуглеводнів [178]
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МИКРОБНЫЕ ПОВЕРХНОСТНО-АКТИВНЫЕ 
ВЕЩЕСТВА. II. ЛИПОПЕПТИДЫ 

Т. П. Пирог, А. Д. Конон, А. П. Софилканич

Национальный университет пищевых 
технологий, Киев, Украина
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Представлены классификация и химиче-
ская структура липопептидов, их продуцентов 
(представители родов Bacillus и Pseudomonas). 
Описана роль липопептидов в движении клеток 
и формировании биопленок, связывании ме-
таллов и деструкции ксенобиотиков, а также 
их действие на клетки про- и эукариот. Рас-
смотрены этапы нерибосомального синтеза ли-
попептидов, освещена роль двухкомпонентных 
(GacA/GacS, ComA/ComP) и кворумной систем 
в регуляции этого процесса.

Раскрыт потенциал молочнокислых бак-
терий и морских микроорганизмов как не-
традиционных перспективных продуцентов 
поверхностно-актив ных веществ различной 
химической природы (гли ко ли пидов, липо-
пептидов, фосфолипидов и жирных кислот, 
гликолипопептидов), показаны их продуктив-
ность и преимущества перед традиционными 
продуцентами. Описаны свойства поверхност-
но-активных веществ, синтезированных 
мо  лоч нокислыми бактериями (снижение 
поверхностного натяжения, критическая кон-
центрация мицеллообразования, устойчивость 
в широком диапазоне рН, температуры, биоло-
гическое действие).

Поверхностно-активные вещества пробио-
тических непатогенных бактерий могут быть 
использованы как эффективные антиадге-
зивные и антимикробные агенты, а морские 
продуценты способны к синтезу уникальных 
метаболитов, не продуцируемых другими 
микро организмами.

Ключевые слова: микробные поверхностно-
активные вещества, липопептиды, молочнокис-
лые бактерии, нетрадиционные продуценты.

MICROBIAL SURFACTANTS. 
II. LIPOPEPTIDES 

T. P. Pirog, A. D. Konon, A. P. Sofilkanich 

National University of Food Technologies, Kyiv, 
Ukraine

E-mail: tapirog@nuft.edu.ua

The classification and the chemical structure 
of the lipopeptides and their producers (bacteria 
of the genera Bacillus and Pseudomonas) are 
given. The role of the lipopeptides in cells 
motility, biofilm formation, metal binding and 
xenobiotics degradation and their action on the 
cells of pro- and eukaryotes is summarized. The 
stages of the nonribosomal lipopeptides synthesis 
and the role of two-component (GacA/GacS, 
ComA/ComP) and the quorum system regulation 
of this process are shown.

The potential of lactic acid bacteria 
and marine microorganisms as alternative 
surfactants producers (glycolipids, lipopeptides, 
phospholipids and fatty acids, glycolipopeptides) 
are discussed. Their productivity and advantages 
over traditional producers are given as well. 
The properties of surfactants synthesized by 
lactic acid bacteria (the reduction of the surface 
tension, the critical micelle concentration, the 
stability in a wide range of pH, the temperature, 
the biological activity) are summarized.

Surfactants of nonpathogenic probiotic bac-
te ria could be used as effective antimicrobial 
agents and antiadhesive and marine producers 
which able to synthesize unique metabolites that 
are not produced by other microorganisms.

Key words: microbial surfactants, lipopeptides, 
lactic acid bacteria, alternative producers.
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Соединения под общим названием «вита-
мин Е» являются биологически активными 
жирорастворимыми токохроманолами, среди 
которых выделяют две группы — токоферо-
лы и токотриенолы. Токоферолы имеют на-
сыщенные боковые цепи, а токотриенолы — 
ненасыщенные, при этом каждая группа 
включает по четыре природных изоформы 
(, ,  и ). В природе синтез витамина Е 
обеспечивают только фотосинтезирующие 
организмы — растения, эукариотические 
и прокариотические водоросли [1, 2]. 

Антиоксидантная функция витамина Е 
широко известна и достаточно изучена. 
В ор ганизме человека токоферол участву-
ет в неэнзиматических антиоксидантных 
реакциях и обеспечивает защиту от актив-
ных форм кислорода. Учитывая химичес-
кую реактивность и действующие концен-
трации -токоферола, можно утверждать, 
что он является важнейшим природным 
липофильным антиоксидантом in vivo. В 
плазме крови концентрация -токоферола 
составляет 20,5–26,8 мкмоль/л, в то время 
как -токоферола — всего 1,5–3 мкмоль/л. 
Такое преобладание -изоформы связыва-
ют с активностью -токоферолтранспорти-

рующего протеина (-ТТБ), избирательно 
облегчающего ее транспортировку [3]. Уста-
новлено, что антиоксидантная активность 
токоферолов in vivo зависит от уровня мети-
лирования токохроманола и соответствует 
ряду -Т>-Т>-Т>-Т. Благодаря высокой 
внутримембранной подвижности наиболь-
шую антиоксидантную активность име-
ют токотриенолы, однако их содержание 
в растительных продуктах, а следовательно, 
и роль в антиоксидантной защите животных 
организмов, существенно уступает токофе-
ролам [3, 4]. 

Токоферолы встраиваются в мембраны 
клеток и их органелл, где могут обеспечивать 
максимальную защиту от свободных радика-
лов, окисляющих полиненасыщенные жир-
ные кислоты и другие компоненты мембран. 
Предполагают, что витамин Е снижает риск 
возникновения сердечно-сосудистых заболе-
ва ний и злокачественных опухолей, участ вует 
в предотвращении индуцированных светом 
патологий кожи, глаз, дегенеративных забо-
леваний, в частности атеросклероза [5]. 

Витамин Е используют в пищевой про-
мышленности для защиты продуктов от 
окисления. В этом качестве пищевые добав-
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Микроводоросли способны накапливать значительные количества токоферолов (до 4 мг/г сухой 
массы). В отличие от растительных масел, количество -токоферола в которых невелико, 
микроводоросли содержат до 97% этого токохроманола, что обеспечивает высокую биологическую 
активность витамина Е, извлекаемого из этих организмов. Приведены сведения о содержании 
токоферолов у эукариотических микроводорослей Dunaliella tertiolecta, Nannochloropsis oculata, 
Isochrysis galbana, Euglena gracilis, Tetraselmis suecica, Diacronema vlkianum, а также у цианобактерии 
Spirulina platensis. Накопление токоферолов у микроводорослей зависит от способа культивирования. 
Наибольшее количество токоферолов синтезируется в клетках Euglena gracilis при гетеротрофном 
выращивании. Такие технологические приемы, как двухстадийное культивирование, лимитирование 
питательной среды по некоторым биогенным элементам, введение экзогенных источников углерода, 
используются для повышения выхода -токоферола у микроводорослей. В обзоре рассмотрена также 
стратегия генетической модификации растений, ведущая к повышению содержания активного 
витамина Е. 
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ки (Е307–Е309), содержащие токоферолы, 
разрешены в Украине и Евросоюзе и приме-
няются для защиты жиров от прогоркания 
и изменения цвета. Большая часть произве-
денного витамина Е потребляется животны-
ми, тогда как нужды человека удовлетво-
ряет главным образом витамин природного 
происхождения, составляющий всего около 
четверти общего производства [6]. 

На сегодняшний день -токоферол полу-
чают путем химического синтеза и экстрак-
ции из растительных масел. Синтезируют 
витамин Е из нефтепродуктов — изофитола 
и триметилгидрохинона. Широко использу-
емая синтетическая форма all-rac--токофе-
рол (dl--токоферол) состоит из смеси восьми 
стереоизомеров, где на природный стерео-
изомер RRR--токоферол приходится всего 
12,5% [7]. Только 3 стереоизомера из 7 не-
натуральных могут соответствовать актив-
ности RRR--токоферола, остальные 4 имеют 
сниженную активность и не узнаются -ТТБ. 
Таким образом, природный -токоферол по фи-
зическим свойствам несколько отличается от 
синтетического -токоферола [5, 8]. 

Биологическая активность 1 мг природ-
ной формы d--токоферола соответствует 
1,49 интернациональным единицам (ИЕ), 
в то время как биологическая активность 
такого же количества синтетического вита-
мина Е составляет 1 ИЕ. Таким образом, на-
туральный -токоферол в ~1,5 раза активнее 
синтетического [9]. Несмотря на доминиро-
вание на рынке синтетических токоферолов, 
в последние десятилетия возрастает потре-
бительский спрос на натуральные антиокси-
данты из-за возможного вреда здоровью 
дли тельного употребления синтетических 
витаминов. 

В натуральном витамине Е, изолирован-
ном из растительных масел, преобладает 

-токоферол, биологическая активность ко-
торого в 10 раз ниже, чем биологическая ак-
тивность -токоферола. Другие компоненты 
витамина Е из растительных масел также 
уступают -токоферолу по биологической 
активности: -токоферол — в 2 раза, а -то-
котриенол — в 3,3 раза [10–15]. 

Плоды масличных растений, таких как 
подсолнух, соя, рапс, масличная пальма, 
грецкий орех, арахис, а также проростки 
пшеницы содержат большие количества то-
кохроманолов. В табл. 1 приведены данные 
об их содержании в некоторых раститель-
ных маслах. 

Наиболее богаты -токоферолом проро-
стки пшеницы. Основными источниками 
природного коммерческого витамина Е яв-
ляются масла сои и подсолнечника [6, 15]. 
Причем, в рапсовом и кукурузном маслах 
доля -токоферола не превышает 36%, а в сое-
вом масле составляет лишь 14%. Из-за не-
высокого содержания -токоферола общая 
активность витамина Е, получаемого из этих 
источников, невелика [9, 16]. 

Содержание активного витамина Е в куль-
турных растениях удается повысить с помо-
щью методов генной инженерии. Успешным 
оказался подход, основанный на регуляции 
экспрессии структурных генов, кодирую-
щих основные энзимы синтеза токохромано-
лов. Увеличение активности накапливаемо-
го витамина Е в этом случае достигается за 
счет либо увеличения содержания всех изо-
форм токохроманолов, либо превращения 
их в -токоферол [17, 18].

Обе стратегии были успешно приме-
нены для трансформации растений араби-
допсиса, рапса и сои. Семена этих растений 
содержат в основном - и -токоферолы из-за 
сниженной активности -токоферолметил-
трансферазы (VTE-4), которая превращает 

Таблица 1. Содержание токохроманолов (мг/100 г) в маслах культурных растений

Масло растения -Т -Т -Т -Т -Т3 -Т3 -Т3 -Т3 Источники

Проростки
пшеницы 127–192 65 18 0 2,5 8,2 0 0,24 [11, 12]

Подсолнух 59–61 1,7–2,4 1,1–1,4 0,27–2 0 0 0 0 [11, 13, 14]

Соя 11–7,5 3–3,4 61–74 26–36 0 0 0 0 [12, 13, 14, 15]

Рапс 17–26 0 36- 43 1–4 0 0 0 0 [12, 13, 15]

Кукуруза 18 1,1 44 2,2 0,94 0 0 0,26 [11]

Примечание: Т — токоферол, Т3 — токотриенол.
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- и -токоферолы в - и -токоферолы со-
ответственно (рисунок). Трансформация 
растений арабидопсиса, направленная на 
повышение экспрессии -токоферолметил-
трансферазы в семенах, привела к превра-
щению > 95% -токоферолов в -изоформу, 
а небольшого пула -токоферолов — в -токо-
ферол, при этом общий уровень токохрома-
нолов остался неизменным. Таким образом, 
активность витамина Е, накапливаемого 
в семенах арабидопсиса, увеличилась в 9 раз 
[19]. Сверхэкспрессия гена, кодирующего 
2-метил-6-фитилбензохинол метилтрансфе-
разу (VTE-3) у растений Arabidopsis, снизи-
ла содержание - и -изоформ токоферолов 
с пропорциональным увеличением количест-
ва - и -изоформ. Коммерчески важные 
масличные культуры, такие как рапс, соя 
и кукуруза, со сниженным соотношением 
/-изоформ и невысоким общим количе-
ством активного витамина Е могут быть мо-
дифицированы подобным образом [19]. 

В результате генной трансформации 
сои со встраиванием генов VTE-4 и VTE-3 

из арабидопсиса соотношение изоформ то-
коферолов изменяется, доля -токоферола 
возрастает до 96–98%, -токоферола — до 
2–4%, а - и -изоформ снижается до < 0,2% 
[16]. Одновременная сверхэкспрессия генов 
VTE-4 и VTE-3 способствует превращению 
практически всех изоформ токоферолов 
в -токоферол, тем самым существенно 
улучшая качество растения как продуцента 
витамина Е, хотя при этом общее количество 
токоферолов остается неизменным [17]. 

Увеличение концентрации всех изоформ 
токоферолов в 5 раз в листьях и в 2 раза в семе-
нах арабидопсиса достигалось путем встраи-
вания гена из Synechocystis sp., кодирую-
щего гомогентизиновую фитилтрансферазу 
(VTE2). Сверхэкспрессия гена VTE2 в семе-
нах арабидопсиса и сои увеличивает общий 
уровень токохроманолов в 1,8 и 1,4 раза со-
ответственно. Одновременная экспрессия ге-
нов HPPD (р-гидроксифенилпируватдиокси-
геназы) и TyrA (префенат дегидрогеназы), 
продукты которых увеличивают количество 
доступного предшественника гомогенти-
зиновой кислоты, приводит к повышению 
уровня токоферолов в 1,8 у арабидопсиса 
и в 2,6 раза у сои. Наибольшее содержание 
витамина Е в семенах модифицированного 
арабидопсиса (2,710 нг/мг) по сравнению 
с диким типом наблюдалось у трансгенных 
растений, у которых были встроены все три 
гена: VTE2, HPPD и TyrA. Накопление то-
кохроманолов в листьях и семенах растений 
достигалось экспрессией гомогентизиновой 
геранилгеранилтрансферазы [9].

Таким образом, с помощью генной инже-
нерии частично решается проблема низкого 
содержания витамина Е и активной его изо-
формы в растениях. Однако, несмотря на все 
плюсы генетической трансформации, про-
движение трансгенных продуктов на рынок 
до сих пор сталкивается с потребительским 
недоверием, в связи с чем поиск альтерна-
тивных источников природного витамина Е 
остается весьма актуальным. Токоферолы, 
как известно, способны синтезироваться 
и накапливаться только у фотосинтезирую-
щих организмов и в большом количестве 
у некоторых микроводорослей, уже зареко-
мендовавших себя потенциально экономи-
чески выгодными продуцентами -токофе-
рола [20]. 

Микроводоросли — водные одноклеточ-
ные растительные организмы, содержащие 
хлорофилл и осуществляющие оксигенный 
фотосинтез. К этой группе принадлежат 

Путь биосинтеза токоферолов:
ГТК — гомогентизиновая кислота; 
фитил-ДФ — фитил-дифосфат; 
мФБХ — 2-метил-6-фитилбензохинол; 
ДМФБХ — 2, 3-диметил-5-фитилбензохинол. 
Гены, кодирующие основные энзимы синтеза то-
коферолов: 
VTE2 — гомогентизиновая фитилтрансфераза; 
VTE1 — токоферолциклаза; 
VTE3 — МФБХ-метилтрансфераза; 
VTE4 — токоферолметилтрансфераза
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также цианобактерии Cyanophyceae [21]. 
В последнее время значительно возрос ин-
терес к биотехнологии микроводорослей 
как источнику витаминов и других цен-
ных биологически активных соединений, 
используемых для обогащения рациона лю-
дей и животных [22]. Коммерческое исполь-
зование микроводорослей для извлечения 
специфических химических веществ нача-
лось с Dunaliella salina, культивируемой 
с 1970-х гг. для получения -каротина. Ши-
рокое распространение получило культи-
вирование Haematococcus pluvialis Flotow 
и Crypthecodinium cohnii Seligo для получе-
ния астаксантина и длинноцепочечных по-
линенасыщенных жирных кислот, соответ-
ственно [23]. Из более чем 25 тыс. известных 
на сегодняшний день микроводорослей 
в коммерческих целях используется не более 
15–17 видов. Они накапливают в больших 
количествах разнообразные биологически 
активные вещества и входят с состав многих 
пищевых добавок. Водоросли и их экстрак-
ты используют в косметике и в производстве 
кормов для животных. Выделены штаммы 
микроводорослей для коммерческого полу-
чения полиненасыщенных жирных кислот: 
-линолевой (S. platensis), арахидоновой 
(Porphyridium cruentum), докозагексано-
вой (C. cohnii, Schizochytrium sp.), эйко за-
пентаеновой (N. oculata, Phaeodactylum 
tricornutum, Nitzschia sp.), а также пигмен-
тов (D. salina, H. pluvialis) и фикобилипро-
теинов (S. platensis, P. cruentum) [24].

Успешное использование микроводо-
рослей в биотехнологии во многом зависит 
от выбора продуцента и подбора оптималь-
ных условий его культивирования. Опре-
делены виды микроводорослей, способных 
к аккумуляции токоферолов: S. platensis, 
D. tertiolecta, Synechocystis sp., N. oculata, 
T. suecica, E. gracilis, D. salina, I. galbana, 
D. vlkianum, виды Chlorella, Clamydomonas 
и Ochromonas. Отдельные штаммы пресно-
водной микроводоросли E. gracilis и морской 
микроводоросли D. tertiolecta продуцируют 
-токоферол в высших концентрациях, чем 
в продуктах, которые традиционно исполь-
зуют в качестве источника витамина Е [19]. 

Продуктивность и динамику накопления 
токоферолов в клетках этих штаммов де-
тально исследовали. Однако из-за различий 
в условиях культивирования результаты 
противоречивы. В одном и том же штамме 
в разных условиях концентрация токофе-
ролов может отличаться многократно, до 

семи раз. Например, для N. oculata установ-
лено, что концентрация токоферолов суще-
ственно изменяется в зависимости от фото-
периода, химического состава питательной 
среды, стадии роста [25]. Для использова-
ния в качест ве продуцентов токоферолов 
микроскопические водоросли должны быть 
способны к быстрому росту на простых и де-
шевых питательных средах, иметь низкую 
чувствительность к контаминации другими 
микроорганизмами, накапливать в клетках 
большое количество всех изоформ токоферо-
лов и, главным образом, -токоферола [19]. 

Внутриклеточное содержание -токофе-
рола зависит от условий культивирования, 
поэтому основным способом повышения 
содержания этого витамина является моди-
фикация состава культуральных сред, тем-
пературного и светового режимов. Экспе-
риментально установлено влияние возрас та 
культуры, температуры, фотопериода, со-
дер жания азота, интенсивности освещения, 
типа углеродного питания и природы экзо-
генных органических питательных доба-
вок. Проведенные исследования позволяют 
сделать вывод о стимуляции синтеза токо-
феролов активными формами кислорода, об-
разующимися в клетках в условиях повреж-
дения [19, 26]. 

D. tertiolecta и T. suecica — морские од-
ноклеточные зеленые (Chlorophyceae) жгу-
тиковые водоросли с высоким содержанием 
липидов. Количество -токоферола в клет-
ках при фотогетеротрофном культивирова-
нии достигает 0,5 мг/г сухого веса клеток 
D. tertiolecta и 0,6 мг/г — T. suecica [27].

При фотогетеротрофном культивиро-
вании одноклеточных зеленых водорослей 
D. salina и N. oculata содержание -токофе-
рола в конце экспоненциальной фазы со-
ставляло 0,37 и 0,5 мг/г сухой массы кле-
ток, соответственно. При выращивании 
этих культур микроорганизмов в условиях 
дефицита азота содержание -токоферола 
возрастало до 3,83 мг/г у D. salina и 0,95 — 
у N. oculata. В поздней стационарной фазе 
роста количество -токоферола в клетках 
N. oculata увеличилось до 2,33 мг/г сухой 
массы. При этом уменьшение содержания 
азота в питательной среде ниже оптимально-
го уровня угнетало рост микроводоросли [28, 
29]. Таким образом, условия стимуляции 
биосинтеза витамина Е негативно сказыва-
ются на накоплении биомассы микрово-
дорослей, что снижает их продуктивность 
в единицу времени. 
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Содержание токоферолов в пересчете на 
клетку у других представителей зеленых 
одноклеточных водорослей родов Chlorella 
и Chlamydomonas, а также цианобактерии 
Spirulina невысоко, поэтому, несмотря на 
простоту выращивания и быстрое накопле-
ние биомассы, эти культуры не рассматри-
ваются как перспективные продуценты ви-
тамина Е [30]. 

Из анализа литературы следует, что наи-
более изученным родом микроводорослей из 
числа потенциальных продуцентов токофе-
ролов является Euglena spp. Внутриклеточ-
ная концентрация витамина Е в некоторых 
штаммах E. gracilis может варьировать 
в широких пределах в зависимости от усло-
вий культивирования и, согласно некото рым 
данным, достигать показателя 7,35 мг/г 
клеток с содержанием -токоферола до 95% 
[20]. В конце экспоненциальной фазы ро-
ста при фотоавтотрофном культивирова-
нии концентрация -токоферола в клетках 
E. gracilis составляет в среднем 1,56 мг/г су-
хой массы клеток, что больше чем у S. pla-
ten sis (0,063 мг/г), I. galbana (0,058 мг/г), 
D. tertiolecta (0,12 мг/г), T. suecica (0,42 мг/г), 
D. vlkianum (0,069 мг/г), N. oculata (0,51 мг/г) 
[28, 31, 32]. Согласно данным авторов, срав-
нивших 285 штаммов микроорганизмов — 
потенциальных продуцентов токоферолов, 
E. gracilis является наиболее перспективным 
сырьем для биотехнологического получения 
витамина Е [20, 33]. Оптимизация синтеза 
-токоферола культурой E. gracilis включа-
ет модификацию условий культивирования, 
двухстадийное выращивание и поиск суб-
стратов, способствующих не только росту, 
но и накоплению -токоферола данным ор-
ганизмом [5]. 

Микроводоросль E. gracilis способна ас-
симилировать разнообразные органические 
источники углерода (глюкоза, ацетат, глута-
мат, пируват, малат, этанол и др.), достигая 
плотности клеток 10,8 г сухой массы на 1 л 
при культивировании в среде с подобранным 
комбинированным их содержанием [26]. 
Этот организм одинаково хорошо растет 
и в автотрофных, и в гетеротрофных усло-
виях, имеет широкий оптимум рН и тем-
пературы роста, не слишком прихотлив 
к интенсивности освещения, адаптирован 
к дефициту кислорода. 

Одним из простейших и дешевых спосо-
бов увеличения выхода витамина Е из ми-
кроводоросли E. gracilis является вариация 
условий культивирования. При фотогете-

ротрофном культивировании достигается 
высокий прирост биомассы клеток E. gracilis 
за единицу времени при меньшем содер-
жании антиоксидантных витаминов, чем 
в фотоавтотрофной культуре. Для эффек-
тивного продуцирования этих витаминов 
рекомендовано применять двухстадийное 
культивирование. На первом этапе культу-
ру выращивают фотогетеротрофно, а на 
вто ром — переходят на фотоавтотрофный 
режим культивирования. Таким образом, 
сначала происходит накопление биомассы, 
а затем создаются условия, благоприятные 
для биосинтеза токоферола. Удачным при-
мером использования двухэтапного культи-
вирования является работа [30]. В условиях 
этих экспериментов концентрация клеток 
E. gracilis достигала 19 г/л на 6-е сут фото-
гетеротрофного (или гетеротрофного) куль-
тивирования. Это в 7 раз больше, чем мак-
симальное накопление биомассы за такой 
же период при фотоавтотрофном режиме 
выращивания. Последующий перевод кле-
ток в фотоавтотрофный режим на трое суток 
дал возможность увеличить содержание ви-
тамина Е в 2–3 раза в пересчете на клетку. 
При этом значительно, более чем в 2 раза, 
возрастали также концентрации -кароти-
на и витамина C. В контрольной культуре 
E. gracilis, которую в течение всех 9 сут 
экспе римента выращивали в фотоавтотроф-
ном режиме, содержание витаминов в пе-
ресчете на клетку было таким же, как и в 
опыте, од на ко накопление биомассы за этот 
период со став ляло лишь 10–15% от общего 
количества клеток опытного варианта куль-
туры [30].

Применение метода двухстадийного 
культивирования при выращивании неко-
торых других водорослей не дал положи-
тельного эффекта. Так, хотя микроводо-
росль D. tertiolecta и накапливала несколько 
большее количество токоферолов на клетку, 
однако биомасса и общий выход витамина Е 
существенно не увеличивались [30].

Применение циклического фотоавто-
троф но-гетеротрофного режима культиви-
рования, при котором клетки на протяже-
нии дня культивируются фотоавтотрофно, 
а ночью гетеротрофно, решает проблему 
потери биомассы ночью и непрерывного на-
копления биомассы в условиях циклов свет–
темнота [34]. 

Синтез токохроманолов в клетках E. gra-
ci lis можно стимулировать путем внесения 
в питательную среду экзогенных источни-
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ков углерода и азота. Этот организм способен 
утилизировать разнообразные органические 
вещества, причем некоторые из них суще-
ственно стимулируют рост клеток и увеличи-
вают содержание витамина Е. Накопление 
биомассы при гетеротрофном культивирова-
нии микроводорослей в солевой питательной 
среде в присутствии этанола на 19-е сут дохо-
дило до 39,5 г/л, что больше, чем при фото-
автотрофном или даже фотогетеротрофном 
культивировании, и может быть экономиче-
ски целесообразным, поскольку гетеротроф-
ное выращивание не зависит от источников 
освещения. Содержание токоферолов в этом 
эксперименте составляло 1,2 мг/г клеток, 
что немного уступает показателям, полу-
ченным при фотоавтотрофном (1,56 мг/г 
клеток) и двухстадийном фотогетеротрофно-
фотоавторофном культивировании (1,45 мг/г 
клеток). Скорость накопления -токоферола 
составляла 102,1 мкг·л–1·час–1 [35]. Намно-
го большая концентрация -токоферола (6,1 
мг/г) была получена при использовании му-
тантного штамма E. gracilis с добавлением в 
питательную среду предшественников син-
теза -токоферола [33]. Существует предпо-
ложение, что ацетил-КоА, образованный в 
процессе метаболизма этанола, может быть 
использован как предшественник синтеза 
токоферолов. Этанол снижает вероятность 
заражения культуры другими микроорга-
низмами и способствует накоплению пара-
милона, запасного полисахарида E. gracilis, 
который обладает иммуностимулирующим 
действием и может быть использован в ка-
честве перспективного сырья для получения 
фармпрепаратов [36, 37].

Еще больший положительный эффект мо-
жет быть достигнут при использовании ком-
бинации экзогенно внесенных органических 

соединений. Так, одновременное вне се ние эта-
нола и глюкозы уже через 6 сут позволяет до-
стичь накопления биомассы до 19,69 г/л при 
концентрации -токоферола 1,19 мг/г клеток 
[38]. При добавлении этанола вместе с ма-
латом и глутаматом уже на 5-е сут гетеро-
троф ного культивирования содержание 
токо ферола достигает 3,7 мг/г клеток [26]. 
Данные о содержании -токоферола в клет ках 
E. gracilis при культивировании раз ны ми 
способами, представленные в табл. 2, по-
казывают, что микроводоросль E. graci lis 
способна накапливать -токоферол в зна чи-
тельно больших количествах, чем семена 
подсолнуха (0,27 мг/г) и сои (0,2 мг/г) [26]. 

Следует также отметить, что клетки 
E. gracilis не имеют целлюлозной клеточной 
стенки, что значительно облегчает экстрак-
цию токоферолов. Биомасса E. gracilis 
съедоб на, легко усваивается и ассимили-
руется в организме человека и животных. 
Клетки помимо -токоферола в больших 
количествах накапливают и другие анти-
оксиданты, такие как -каротин, витамин С,
глутатион, полиненасыщенные жирные кис-
лоты, все 20 основных аминокислот и имму-
ностимулирующий разветвленный полиса-
харид -гликан (парамилон) [39]. Биомасса 
E. gracilis имеет высокую питательную цен-
ность и может использоваться как корм для 
животных и в пищевых добавках [40].

Таким образом, данные литературы позво-
ляют сделать вывод, что благодаря простоте и 
экономичности процесса гетеротрофного куль-
тивирования микроводоросль E. gracilis рас-
сматривается как перспективный продуцент 
витамина Е и может быть предложена в каче-
стве выгодной замены природным коммерче-
ским источникам — растительным маслам. 

Таблица 2. Содержание -токоферола в клетках микроводоросли E. gracilis 
при разных способах культивирования

Фаза роста культуры Условия культивирования
Содержание 
-токоферола 

(мг/г сухой массы)
Литература

Конец экспоненциальной фазы Фотоавтотрофное 1,56

[35]– Фотоавтотрофно-фотогетеротрофное 
двухстадийное 1,45

– Гетеротрофное (этанол) 1,2

Экспоненциальная фаза Гетеротрофное (этанол) 1,4

[26]– Гетеротрофное (этанол+глутамат) 2,45

– Гетеротрофное (этанол+ 
глутамат+малат) 3,7
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МІКРОВОДОРОСТІ 
ЯК ПРОДУЦЕНТИ ТОКОФЕРОЛІВ

В. М. Мокросноп
О. К. Золотарьова

Інститут ботаніки ім. М. Г. Холодного 
НАН України, Київ

E-mail: membrana@ukr.net 

Мікроводорості здатні накопичувати то-
кофероли у значних кількостях (до 4 мг/г 
сухої ваги). На відміну від рослинних олій, 
кількість -токоферолу в яких невелика, 
мікроводорості містять до 97% цього токо-
хроманолу, що забезпечує високу біологічну 
активність вітаміну Е, вилученого із цих орга-
нізмів. Наведено дані щодо вмісту токоферолів 
у евкаріотичних мікроводоростей Dunaliella 
tertiolecta, Nannochloropsis oculata, Isochrysis 
galbana, Euglena gracilis, Tetraselmis suecica, 
Diacronema vlkianum, а також у ціанобактерії 
Spirulina platensis. Накопичення токоферолів 
у мікроводоростях залежить від способу куль-
тивування. Найбільша кількість токоферолів 
синтезується у клітинах Euglena gracilis за 
гетеротрофного культивування. Такі техноло-
гічні прийоми, як двостадійне культивування, 
лімітування живильного середовища за дея-
кими біогенними елементами, введення екзо-
генних джерел вуглецю, використовують для 
підвищення виходу -токоферолу у мікрово-
доростей. В огляді розглянуто також стратегію 
генетичної модифікації рослин, що сприяє під-
вищенню вмісту активного вітаміну Е. 

Ключові слова: мікроводорості, -токоферол, 
двостадійне культивування. 

MICROALGAE 
AS TOCOPHEROL PRODUCERS

V. M. Mokrosnop
E. K. Zolotareva

Institute of Botany of National Academy 
of Sciences of Ukraine, Kyiv

E-mail: membrana@ukr.net 

Microalgae are able to accumulate consi-
de rable amounts of tocopherols (up to 4 mg/g 
dry weight). The content of -tocopherol to 
plant oils is low, whereas microalgae contain 
up to 97% of the tocochromanols that provides 
high bioactivity. The data about the content of 
tocopherols in eukaryotic microalgae Dunaliella 
tertiolecta, Nannochloropsis oculata, Isochrysis 
galbana, Euglena gracilis, Tetraselmis suecica, 
Diacronema vlkianum, as well as in the 
cyanobacterium Spirulina platensis are given in 
the paper. The largest amounts of tocopherols 
are synthesized by Euglena gracilis cells at 
mixotrophic cultivation. The level of tocopherols 
in microalgae depends on cultivation conditions. 
Two-stage biotech cultivation techniques, 
limiting nutrition in some biogenic elements, 
the introduction of exogenous carbon sources 
are used to increase the yield of tocopherol 
from microalgae. The approaches to the genetic 
transformation of plants leading to higher 
content of active vitamin E are rewieved as well. 

Key words: microalgae, -tocopherol, two-step 
cultivation. 
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Nowadays antibodies are widely used in 
the medical biotechnology and fundamental 
research, purity level of antibodies has a great 
importance for their application. Combinations 
of separate methods, particularly, ethanol 
precipitation and different methods of 
chromatography (ion-exchange, hydrophobic 
interactions and metal affinity) are used for 
obtaining of great amounts of antibodies 
with high level of purity [1]. But these 
methods are nonspecific, application of them 
leads to the particular loss of antibodies 
functional activity. High productivity 
way for antibodies obtaining is affinity 
chromatography with application of sorbents 
on the basis of immobilized immunoglobulin 
binding proteins, particularly, recombinant 
protein A Staphylococcus aureus, protein G 
and peptostreptococcal protein L (PpL). This 
method is widely used for purified antibodies 
fractions obtaining from cultural and ascitic 

liquids, blood sera; and also for immunosorbtion 
of autoantibodies and immune complexes from 
blood plasma of ill people [2, 3]. 

Immobilization of protein ligands, for 
example proteins A, G, L, on the chemically 
activated matrices can lead to the loss of their 
functional activity. That’s why creation of 
new affinity sorbents with high activity is 
very important and is very perspective area 
of research in pharmaceutical biotechnology. 
Protein A can be effective for application as 
ligand in the affinity chromatography due 
to the fact that each of its five domains can 
specifically interact with constant domains of 
antibodies; and this provides specific binding 
with IgG of different animal species and human 
[4]. Proteins G and L can be also successfully 
used as ligands in the affinity chromatography 
because protein G like protein A binds to the 
Fc domain of the human IgG, protein L binds 
through kappa light chain interactions without 
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Proteins A, G and L are native or recombinant proteins of microbial origin that bind to mammalian 
immunoglobulins. Preferably recombinant variants of proteins A, G, L are used in biotechnology for 
affinity sorbents production. Сomparative characteristics of proteins A, G, L and affinity sorbents on the 
basis of them, advantages and disadvantages of these proteins application as ligands in the affinity chro-
matography are done. Analysis of proteins A, G, L properties is presented. Binding specificities and 
affinities of these proteins differ between species and antibody subclass. Protein А has high affinity to 
human IgG1, IgG2, IgG4, mouse IgG2a, IgG2b, IgG3, goat and sheep IgG2, dog, cat, guinea pig, rabbit 
IgG. Protein G binds strongly to human, mouse, cow, goat, sheep and rabbit IgG. Protein L has ability of 
strong binding to immunoglobulin kappa-chains of human, mouse, rat and pig. Expediency of application 
of affinity chromatography with usage of sorbents on the basis of immobilized proteins A, G, L are shown 
for isolation and purification of antibodies different classes. Previously mentioned method is used as an 
alternative to conventional methods of protein purification, such as ion-exchange, hydrophobic interac-
tions, metal affinity chromatography, ethanol precipitation due to simplicity in usage, possibility of one-
step purification process, obtaining of proteins high level purity, multiuse at maintenance of proper sto-
rage and usage conditions. Affinity sorbents on the basis of immobilized proteins A, G, L are used not only 
for antibodies purification, but also for extraction of different antibodies fractions from blood serum.
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interfering with an antibody’s antigen-binding 
site [5, 6].

In the review main advantages of proteins 
A, G, L application as ligands in the affinity 
chromatography are determined, those are 
concerned with the possibility of one-step 
high level purification of antibodies different 
classes, or with different antibody fractions 
from blood serum extraction. Information, 
concerning affinity sorbents on the basis 
of immobilized proteins A, G, L and their 
application, is analyzed. 

Properties 
of immunoglobulin-binding proteins 

SPA structure and mechanism of inter ac-
tion with immunoglobulins

Staphylococcus protein А (SPA) is 42-kDa a 
cell wall-associated protein of Staphylococcus 
aureus. SPA consists of five highly homologous 
domains E, D, A, B, and C (Fig. 1), all with IgG-
binding activity, and region XM by means of 
which protein A is anchored to the cell wall, a 
signal sequence (S) processed during secretion 
of SPA (Fig. 2) [1, 7]. 

Each of the five domains in SPA is arranged 
in an antiparallel three -helical bundle of 
approximately 58 amino acids and the three 
dimensional structure is stabilized through a 
hydrophobic core. 

SPA possesses two distinct immuno glo-
bu lin-binding activities: each domain can 
bind the constant region Fc-region of IgG 

and variable fragment Fab-region that is 
responsible for antigen recognition. 11 amino 
acid residues of helix 1 and helix 2 of SPА 
interact with constant region of IgG molecule. 
D and E domains of SPA interact mainly with 
Fab domains of immunoglobulin and have very 
low affinity to its Fc domain, while A, B, C 
domains bind strongly to the immunoglobulin 
Fc domain [8]. SPA interacts strongly with 
human IgG1, IgG2 and IgG4, mouse IgG2a, 
IgG2b, IgG3, rabbit IgG, sheep IgG2 (Table 1).

Binding site of immunoglobulins with SPA 
for most IgG subclasses is localized on the 
region of heavy chain which includes CH2 and 
CH3 domains [1, 9]. This property is widely 
used for antibodies purification. SPA can 
be used for immunoglobulins fractionation 
because it has different affinity degree for 
immunoglobulins different subclasses.

SPA stability. SPA has a high conforma tio-
nal stability, remarkable resistance to physico-
che mical stress and proteases action. SPA is 
stable in a wide pH range (2.0–11.0) and is 
able to refold after treatment with denaturing 
solutions such as urea and guanidine salts. The 
lack of cysteine residues allows SPA cleaning 
with reducing agents [10]. 

Protein G. Structure and mechanism of 
interaction with immunoglobulins

Protein G with molecular weight 30 000 Dal tons 
is a cell-surface protein from Streptococcus: 
it contains in its structure multiple copies of 
two different small domains (COOH-ter mi-
nal and NH2-terminal domains) which can 
independently bind albumin and IgG. The 
COOH-terminal domain is responsible for IgG 
binding, whereas NH2-terminal domain of the 
protein binds human serum albumin (HSA) 
[11, 12]. This property of protein G is used 
for extraction of albumin form blood serum. 
Protein G binds all the four subclasses of 
human IgG [12].

Protein G binds to the Fc fragment of 
immunoglobulins [13]. Protein G has three 
immunoglobulin-binding domains (C1, C2 and 
C3), each of 55 amino acid residues. It has been 
reported the X-ray crystallographic structure 
of the C2 fragment of protein G and the Fc 
domain of human IgG complex. The binding 
site of protein G is located on the interface 
between the CH2 and CH3 domains of the Fc 
domain of IgG (Fig. 3) [5, 12]. 

Protein G binds stronger than protein A 
to polyclonal IgGs from cow, horse, and sheep 
[5]. Protein G has a higher affinity for IgG 

Fig. 1. Structure of domain В of SPА, homologous 
to domains А, С, D, E in ribbon presentation

Fig. 2. The schematic structure of SPA
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than SPA, binding constants of SPA and G are 
8,02·103 and 3,29·104 respectively. Protein 
G binds with greater capacity than SPA to 
several IgG subclasses such as human IgG3, 
mouse IgG1 and rat IgG2a [6]. Consequently, 
protein G can be effective in immunoglobulins 
purification when SPA cannot be used. Both 
SPA and protein G ligands are useful during 
antibodies purification and fractionation by 
affinity chromatography for different classes 
and subclasses of antibodies isolation [13]. 

PpL structure and mechanism of inter-
action with immunoglobulins

PpL is an immunoglobulin-binding 
protein that was originally derived from the 
bacteria Peptostreptococcus magnus, but now 
it is produced as recombinant protein. The 
structure of PpL is comprised of two anti-
parallel -hairpins and one -helix (Fig. 4). 
The two hairpins have similar length [14].

The 62-residue immunoglobulin-binding 
domain of PpL consists of central -helix 
packed on four-stranded -sheet formed by 
N- and C-terminal -hairpins. The overall 
topology of the protein is quite symmetric: the 
-hairpins have similar lengths [16].

PpL has the unique property to bind to kappa 
light chain without interaction with an antibody’s 
antigen-binding site. PpL, unlike SPA and 
protein G, has the ability to bind a wider range of 
immunoglobulin classes and subclasses such as 
human IgG2, IgG4, human and mouse IgM, IgG1, 
IgG3, human IgA, human IgD, mouse and rat 
IgG2a, IgG2b, rat IgG2c, IgG1. In addition, PpL 
binds to single chain variable fragments (scFv) 
without interfering to antigen binding site. PpL 
binds kappa I, III and IV human light chains, but 
not to kappa II in human and kappa I on mouse. 
PpL recognizes 50% of human and more than 
75% of murine immunoglobulins [6, 17, 18]. 
PpL binds weakly to rabbit immunoglobulins 
and does not bind to bovine, goat or sheep 
immunoglobulins [19]. All these properties make 
PpL an excellent one in application as ligand in 
the affinity chromatography, giving possibility 
of recombinant ScFv molecules purification, 
human and mouse IgM, IgG1, human IgD, IgA, 

Table 1. Binding of different antibodies to SPA

Species Subclasses Binding to SPA Species Subclasses Binding to SPA

Human 

IgG1 Strong binding
Rat

IgG Nonbinding

IgG2 Strong binding IgM Nonbinding

IgG3 Weak or nonbinding
Rabbit

IgG Strong binding

IgG4 Strong binding IgM Nonbinding

IgA Nonbinding

Sheep

IgG1 Nonbinding

IgM Nonbinding IgG2 Strong binding

Mouse

IgG1 Weak or nonbinding IgM Nonbinding

IgG2a Strong binding

Goat

IgG1 Weak or nonbinding

IgG2b Strong binding IgG2 Weak or nonbinding

IgG3 Strong binding
IgM Nonbinding

IgM Nonbinding

Fig. 3. X-ray crystallographic structure 
of рrotein G C2 fragment (blue color) interacting 

with human IgG Fc domain (green color)

Fig. 4. Three-dimensional of РрL structure, of four 
-sheets (I, II, III, IV) and one -helix V [15]
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rat IgG1 isolation from blood serum. So, affinity 
chromatography with application of sorbents on 
the basis of im mo bi li zed protein L has advantage 
over other ways of antibodies purification.

Application of SPA in the affinity chro ma-
to graphy

There are many papers concerning IgG 
classes and subclasses isolation using method 
of affinity chromatography with application 
of affinity sorbent with immobilized SPA 
on the Sepharose. In biotechnology affinity 
chromatography with application of sorbents 
on the basis of immobilized SPA is one of 
the best technique for the purification of 
monoclonal antibodies to homogeneity, due 
to its simplicity and high degree of antibody 
specificity, it is applied for immunosorption 
of antibodies from blood for diabetes mellitus, 
rheumatoid arthritis and other autoimmune 
diseases treatment.

SPA, immobilized on the Sepharose, pro-
vides oriented immobilization of IgG (Fig. 5). 

Today high performance immunoaffinity 
chromatography (HPIAC) is applied. SPA is 
used as a coating to either solid or controlled pore 
glass beads by cross linking with carbodiimide 
application. This attachment helps to orient 
the antigen receptors of the antibody toward 
the mobile phase of the column. SPA binds to 
Fc domains of immunoglobulins by means of 
hydrophobic interaction [1].

Affinity sorbents on the basis of an immo bi-
li zed SPA

 Affinity sorbents on the basis of the 
immobilized SPA are available from several 
commercial suppliers and vary with respect 
to the source of the SPA (natural wild type or 
recombinant protein), chemistry of immo bi li-
za tion, and beads’ characteristics of a sorbent. 
The two leading manufacturers of affinity 

sorbents on the basis of the immobilized SPA 
are General Electric (GE) Healthcare and 
Millipore.

In affinity sorbent recombinant SPA is 
immobilized on the Sepharose. SPA is coupled 
via the C — terminal cysteine to the cyanogen 
bromide (CNBr) — activated Sepharose matrix 
through a single thioether linkage. Thioether 
coupling allows the ligand to extend farther 
into the mobile phase than would be possible 
for a laterally immobilized ligand, and this 
improves antibody binding [9]. In addition 
effective coupling of SPA molecule to the 
sorbent matrix provides absence of sorbent 
leaking, obtaining of pure antibodies fractions.

By means of genetic engineering techniques 
B domain of SPA was modified, and on its 
basis a new ligand was created in the form of a 
tetramer of four identical modified B domains. 
The absence of D and E domains of SPA in the 
given ligand also helps to eliminate variable 
region interactions, ligand interacts only with 
antibodies Fc domains. As a result antibodies 
binding heterogeneity is reduced, i.e. ligand 
binds only antibodies with high affinity to 
it. A newly developed sorbent, MabSelect 
SuRe, withstands strong alkaline conditions 
allowing the repeated use of 0.10.5 M NaOH 
for cleaning and sanitization.

The sorbent with the immobilized SPA on 
porous glass (ProSep A), on coated porous poly-
styrene materials (POROS) are also produced 
commercially. 

Process of affinity chromatography with 
application of sorbents with the immobilized 
SPA provides 5- to 10-fold increase of the 
product concentration [10]. Antibodies puri fi-
ca tion with application of affinity sorbents on 
the basis of the immobilized SPA is effective 
due to its physicochemical stability and low 
operating expenses associated with sorbent 
cleaning and re-usage.

Antibodies purification procedure
A typical chromatogram of antibodies 

purification procedure by the way of usage 
of affinity chromatography with application 
of the sorbent on the basis of the immobilized 
SPA is shown in Fig. 5.

Loading/Binding. Most of the monoclonal 
antibodies currently being used or investigated 
for therapeutic applications are human 
molecules belonging to IgG classes 1, 2, or 
4, all of which bind strongly to SPA. To the 
solution appointed for antibodies dilution 
before applying to the chromatographic 

Fig. 5. Schematic drawing of immunoglobulin G, 
oriented immobilization by usage of SPA, 

covalently attached to Sepharose:
covalent bonds are shown as full lines
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column packed by the sorbent with immobilized 
SPA, salt may be added for encouragement 
of monoclonal antibody binding to the SPA, 
and ethylene diamine tetraacetate to reduce 
proteolytic degradation, which leads to ligand 
loss. Monoclonal antibodies purification process 
runs several cycles on the above men tio ned 
chromatographic column to purify a single batch. 
This reduces capital costs for such operation.

Washing procedure. For maximum 
removal of nonspecifically bound material, 
pH of washing solution must be low in order 
to untimely elution of antibodies does not 
begin. In such way buffer solutions with 
different combinations of salts and de ter-
gents, salts and solvents, salts and poly mers, 
and high concentrations of Tris (hydro xy-
methylaminomethane) buffer can be used.

Elution. Elution pH is typically set at the 
highest possible value while maintaining high 
product yield. Urea is an effective hydrogen donor/
acceptor that can outcompete hydrogen bonds, 
it could possibly be used at low concentrations to 
facilitate protein elution and keep product stability. 
Elution process on chromatographic columns 
packed with the sorbent with the immobilized SPA 
is conducted at low temperatures in order to avoid 
proteins aggregation.

Regeneration. The ability of the sorbent with 
the immobilized SPA to withstand a significant 

number of its reuse cycles is an important factor 
for high effective antibodies purification process 
for therapeutic and laboratory application in 
pharmaceutical biotechnology. Regeneration of 
the sorbent with the immobilized SPA is typically 
carried out with low NaOH concentrations 
(typically <100 mM) usage because native or 
recombinant SPA is stable in slightly alkaline 
conditions [10].

Thus, antibodies purification process 
with application of the sorbent on the basis 
of the immobilized SPA provides ease and 
simplicity of purification process development 
and performance, high degree of protein 
purity because of several cycles performance. 
Consequently, large purification factor value 
obtained from this process step helps to simplify 
the entire downstream process of antibodies 
purification. Such proteins purification process 
is also economically beneficial because it doesn’t 
need equipment for antibodies additional 
purification by other types of chromatography.

Immunoadsorption on affinity sorbents 
with immobilized SPA application

SPA is used for autoimmune diseases 
treatment in clinical practice. Immu no-
adsorbtion (IA) with application of SPA 
sorbents columns enables to bind antibodies and 
immune complexes and causes modification 

Fig. 6. A chromatogram of antibodies purification procedure by affinity chromatography 
on the sorbent with immobilized SPA application
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of immune response. IA is effective for 
treatment of glomerulosclerosis, idiopatic 
thrombocytopenic purpura, rheumatoid 
arthri tis, diabetes mellitus, and also used 
in kidney transplantation. According to the 
clinical studies during treatment the level of 
immune complexes decreases [20–22].

Dilated cardiomyopathy is a chronic myo-
car dial disease which results in progressive 
ven tricular enlargement, myocardial con tr-
ac tile dysfunction. It causes heart failure, 
consequently, necessity of heart transplantation 
arises. Diabetes mellitus is a metabolic disorder 
resulted in severe systemic consequences: 
increased levels of IgG, IgG3, significant 
cardiovascular morbidity and mortality. IA 
improved myocardial inflammation in patients 
and decreased antibodies level in blood. IA 
was conducted applying columns with SPA, 
immobilized on the agarose (Immunosorba, 
Fresenius Medical Care, Bad Homburg, 
Germany). Consequently, IgG level decreased 
from 10.7 g/L to 1.1 g/L (by 89.7%) and IgG3 
from 0.6 g/L to 0.2 g/L (by 66.7%) [23, 24]. 

Such dangerous autoimmune disease 
as systemic lupus erythematosus causes 
autoantibodies production, for example, 
anti-double-stranded DNA antibodies, and 
circulating immune complexes. Clinical trial 
in 20 systemic lupus erythematosus patients 
(two groups with 10 patients in each) showed 
the efficacy of two different adsorption 
columns and an 80% clinical response after 
1 month (Immusorba and Ig-Therasorb) [25].

Therefore, IA with SPA is very useful tool 
for diseases therapy, which is concerned with 
increased levels of antibodies in the blood. IA 
enables an efficient isolation of antibodies and 
immune complexes from patients’ blood, thus 
improves their feeling, and prolongs clinical 
benefits.

Protein G application in affinity chroma to-
graphy

In the affinity chromatography recom bi-
nant form of protein G, molecular weight 22 000 
Da, is usually used. In this variant of protein G 
albumin- and cell surface binding sites have been 
eliminated in order to reduce nonspecific binding 
during purification of immunoglobulins. This 
advantage gives opportunity of recombinant 
protein G application for albumin separation 
from crude human immunoglobulin samples.

Immobilized protein G is most commonly 
used for the purification of mammalian 
monoclonal and polyclonal antibodies that do 

not bind strongly to SPA. Optimal binding for 
most immunoglobulins to protein G occurs at 
pH 5.0, although more neutral Tris-HCl or 
phosphate buffers for binding (pH 7.5) have 
been used in many studies.

Affinity sorbents with an immobilized 
protein G, packed into chromatographic 
columns, are available commercially today. 
The most popular manufacturers of sorbents 
on the basis of the immobilized protein G are 
Pierce and General Electric (GE) Healthcare.

Sorbents on the basis of the immobilized 
pro tein G of Pierce manufacturing the recom-
bi nant form of protein G immobilized to either 
6% cross-linked beaded agarose or UltraLink 
Biosupport chromatographic matrix are 
applied. Both types of sorbents with the 
immo bilized protein G are leach-resistant 
and obtained matrix provides a minimal 
nonspecific binding. Both affinity sorbents 
can be regenerated and reused multiple times 
when stored properly [17]. Such advantages of 
sorbents on the basis of the immobilized protein 
G provide obtaining pure immunoglobulin 
fractions without contaminant proteins, time 
expenses reduction and application of such 
inexpensive reagent as NaOH for the sorbent 
regeneration and cleaning.

GE Healthcare produces affinity sorbent on 
the basis of the recombinant protein G. Protein 
G is immobilized on the sepharose, activated by 
the cyanogens bromide (CNBr). Such oriented 
immobilization of protein G provides higher 
exposure of mobile phase to this ligand, which 
gives possibility of obtaining of high yield of 
separated IgG (Table 2).

The sorbent on the basis of the immobilized 
protein G from manufacturer GE Healthcare 
has such advantages: maintaining of the 
IgG binding capacity and recovery after 
storage in all commonly used aqueous buffers 

Table 2. The dynamic IgG capacity of the sorbent 
on the basis of the immobilized protein G 

on sepharose for various species 
(evaluation performed at GE Healthcare)

Species Total IgG capacity (mg/ml)

Human 17
Rat 7

Sheep 18
Rabbit 19
Goat 19

Guinea-pig 17
Cow 23

Mouse 6
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and denaturants such as 6 M guanidine 
hydrochloride and 8 M urea, and chaotropic salts 
such as 3 M sodium isothiocyanate; binding of 
IgG over a wide pH range. The affinity sorbent 
may be sanitized by washing with 70% ethanol.

Some of the most important application 
areas for this affinity sorbent are the isolation 
and purification or the removal of IgG 
from serum, the purification of monoclonal 
antibodies. In cases when IgG binds more 
strongly to the protein G than to the SPA 
(or binds little or doesn’t bind to SPA), the 
sorbent on the basis of the immobilized protein 
G becomes a valuable tool to increase yield of 
immunoglobulins.

Purification of IgG from serum can be 
carried out effectively in a single step with 
the sorbent on the basis of the immobilized 
protein G. IgG from human, cow, horse, 
sheep, guinea-pig, dog, rabbit, mouse, and rat 
can be successfully purified. Because of its 
binding characteristics, the affinity sorbent 
on the basis of the immobilized protein G (GE 
Healthcare) is a valuable tool for the separation 
of antibodies from biological liquids, cell 
cultures. In fact, affinity chromatography 
with application of this sorbent is suitable for 
separations from cell culture fluid, where it is 
necessary to purify rapidly large volumes [26].

There are many scientific articles in the 
field of pharmaceutical biotechnology that 
describe application of affinity chro ma to-
gra phy using affinity sorbents on the basis 
of the immobilized protein G for antibodies 
purification.

The recombinant human anti-Rhesus D 
antibodies of IgG1-subtype, produced by a 
Chinese Hamster Ovary cell line, were purified 
using affinity sorbent on the basis of the 
immobilized protein G. Yield of antibodies was 
57% [27]. 

Recombinant human monoclonal IgG1 
antibodies produced by a transfected Chinese 
hamster ovary (CHO) cell line were purified by 
application of affinity sorbent “Poros G” on 
the basis of the immobilized protein G using 
elution buffer of composition 0.1 M acetic acid 
and 0.15 M sodium chloride at a pH of 2.5. Yield of 
antibodies was 4.64 mg/l [28–31]. Monoclonal 
antibodies IgG1 to progesterone, obtained 
from hybridoma cell line, were purified also 
using the affinity sorbent on the basis of the 
immobilized protein G [32].

Affinity chromatography with application 
of sorbents on the basis of the immobilized 
protein G for isolation of antibodies can 

be used in medical biotechnology, e. g. for 
isolation of autoantibodies to cytokines from 
human serum. Autoantibodies to cytokines 
can contribute to disease predisposition 
or pathogenesis. To describe the role of 
anti-cytokine autoantibodies in disease 
pathogenesis, it is important to quantitate 
accurately the levels of such autoantibodies 
in different patient groups. This can be made 
using enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA). Isolation of IgG autoantibodies to 
tumor necrosis factor (TNF) from human 
serum was performed by the method of 
affinity chromatography with application of 
sorbent with the immobilized protein G on the 
Sepharose (GE Healthcare). Antibodies were 
eluted applying elution buffer (0.1 M Glycine–
HCl, pH 2.5). Affinity chromatography with 
application of sorbents on the basis of the 
immobilized protein G enables to isolate of 
all four subclasses of immunoglobulin G to 
TNF and to conduct further analysis of their 
content applying ELISA [33–36]. 

Thus method of affinity chromatography 
with immobilized protein G has great number 
of advantages over other methods of proteins 
purification because it enables to purify 
antibodies for different purposes (e.g., in 
industrial biotechnology purification of 
recombinant antibodies from cell cultures, 
antibodies purification for application in 
medical diagnostics of diseases), high level 
of antibodies can be achieved without any 
particular losses.

Recently, high-performance magnetic 
affinity particles with immobilized genetically 
engineered fused protein A/G are applied for 
antibody purification. Such manufacturers 
as Thermo Scientific Pierce, BioVision etc. 
are produced such particles with immobilized 
Protein A/G. Protein A/G is a recombinant 
fusion protein which combines four Fc-
binding domains from SPA and two domains 
from protein G. It can bind antibodies of a 
great variety from a wider range of animal 
species and a wider range of isotypes than 
either protein alone. These magnetic beads 
with the immobilized protein A/G have such 
advantages: low non-specific binding, sorbent 
losses elimination, obtaining of clean separate 
immunoglobulin fractions. They allow rapid 
antibody fractions obtaining of different 
classes and subclasses. Such method is very 
valuable for both fundamental research and 
laboratory clinical tests [37].
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PpL application in affinity chromatogra-
phy and immunoassays

PpL is very useful for purification of 
monoclonal antibodies containing kappa light 
chains from culture supernatant because 
it doesn’t bind bovine immunoglobulins, 
which are present in the media serum 
supplement. Also, in contrast to proteins A 
and G, PpL is very effective at binding IgM. 
Although it binds to the Fab portion of the 
immunoglobulin monomer, PpL does not 
interfere with the antigen-binding site of the 
antibody, in contrast to SPA, which binds both 
Fab and Fc domains of immunoglobulin during 
purification procedure. Therefore, PpL is used 
in immunoprecipitation procedures and as a 
ligand in the affinity chromatography [17]. 

In 2007 Roque et al. described the appli ca-
tion of an affinity sorbent on the basis of an 
immobilised PpL of trademark ImmunoPure 
for purification of goat serum and human 
serum. The percentages of human IgG and Fab 
fragments obtained from this affinity sorbent 
with the immobilized PpL were 75% and 70%, 
respectively. 0.1M glycine-HCl buffer, pH 2.0, 
was used [38].

PpL interacts mainly with region 1 (FR1) 
of kappa light chain without interfering with 
the antigen-binding site of the antibody. 
That’s why, PpL could be used not only for 
the purification of human scFvs but also as 
a secondary reagent to detect antigen–scFv 
complexes in immunoassays. So this is one 
of the advantages of PpL that marks it out 
proteins A and G [39]. 

Thus in 2009 Muzard et al. reported 
a quick, easy, and efficient method that 
involves substituting a consensus sequence 
for the N-terminal sequence of the antibody 
VL domain that does not react with PpL. As 
this sequence mimics the antibody pattern 
recognized by PpL, so such substitution allows 
the detection and purification of murine label-
free scFvs, obtained from E. coli culture, 
and the immunodetection of antigens using 
untagged antibody fragments [40].

Proteins scFvs were purified from 
periplasmic preparations extracted from 
bacterial culture onto an affinity sorbent 
with the immobilized PpL on the agarose 
(chromatographic column volume — 0.5 ml, 
Pierce Biotechnology, USA). During the 
purification process scFv molecules were 
eluted at pH 3.0. Preparations of purified 
scFvs were homogeneous, no contaminants 
were detected.

PpL is a potentially valuable tool for the 
purification, immobilization, and detection of 
unlabeled scFvs even when they are associated 
with their antigen [41]. The work of Muzard 
et al. shows that DNA sequence introduction 
of a PpL-binding site to the ScFv by means of 
genetic engineering methods does not alter 
antibody expression as a functional molecule 
in genetically modified bacteria of Escherichia 
coli HB2151. The sequence grafted onto the 
scFvs is an ideal affinity tag which allowed 
a single-step purification of each antibody 
fragment [42]. 

One else example of PpL application for 
antibodies purification is Cossins et. al. 
research. The last obtained recombinant PpL, at 
high yield, and this protein was used to produce 
the affinity sorbent with the immobilized 
PpL on the sepharose. PpL was shown to be 
over 95% pure after sodium dodecyl sulphate 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS–
PAGE) analysis. PpL was coupled to a solid 
matrix at an efficiency of 94–98%. Typical 
yields of pure antibodies (>95% purity) were 
in the range of 35–65 mg/L [43, 44]. 

There is also one example of PpL 
application in the affinity chromatography 
but in fusion with protein G, particularly their 
DNA sequences of single light-chain binding 
domain of PpL and single Fc-binding domain 
of protein G. This study shows that despite a 
small size of the protein (molecular weight is 
16.5 kDa) each domain behaves independently 
from each other with respect to the binding 
characteristics. The PpL domain was able to 
bind two equivalents of kappa light chains and 
the protein G domain binds to Fc domain of 
IgG. LG protein was expressed in E. coli cells 
with yield 75 mg/l.

In order to obtain an affinity sorbent 
with an immobilized protein LG it was 
immobilized onto thiopropyl-activated aga-
ro se through its C-terminal Cys residue and 
packed in 1 ml chromatographic column. 
This chromatographic column was used in 
experiments for purification of human Fc 
fragments, kappa chains, human Fc fragments 
combined with kappa chains, yields were 
released approximately 94.1% of bound hu-
man Fc fragments, 87.8% of bound kappa 
chains and 96.4% of combined bound human 
Fc + kappa chains. This fact confirms that the 
immobilized protein LG has the ability to bind 
both human Fc fragments and kappa chains 
simultaneously so it can be potential stable and 
multi-valent affinity ligand [45, 46]. Protein 
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LG ligand allows purification and isolation of 
immunoglobulins with high affinity to both 
protein G and PpL from blood serum, ascite 
fluids, and pure fractions obtaining of ScFv 
molecules due to their binding by kappa chains 
to PpL.

Due to its unique properties PpL has great 
advantages as affinity ligand, because protein 
L allows isolation of immunoglobulins wide 
row, including human and mouse IgM, IgG1, 
IgG3, human IgG2, IgG4, IgA, IgD, rat IgG2c, 
IgG1, mouse and rat IgG2a, IgG2b. What’s 
more, PpL doesn’t interact with antigen-
binding site of antibodies, it interacts only 
with kappa light chains of immunoglobulins. 
Proteins A and G have not high affinity to 
human IgM, IgA, IgD, ScFv fragments, don’t 
bind to mouse IgM, but PpL is successfully 
used to isolate and purify these antibodies.

Nowadays proteins A, G, L are used in 
the affinity chromatography as ligands and 
are applied for purification and isolation of 
immunoglobulin different classes.

SPA binds strongly to human IgG1, mouse 
IgG3, rabbit IgG, sheep IgG2. But both SPA and 
PpL interact strongly with human IgG2 and 
IgG4, mouse IgG2a, IgG2b. SPA is effective 
ligand for the affinity chromatography due to 
its high conformational stability, resistance 
to physicochemical stress and proteases ac-
tion, stability in the wide pH range (pH 2,0–
11,0). In addition, affinity sorbents with the 
immobilized SPA are applied in the procedure 
of immunosorption for autoimmune and other 
diseases therapy.

Protein G is also successfully used as 
ligand in the affinity chromatography due to 
presence in its structure multiple copies of two 
different small domains (COOH-terminal and 
NH2-terminal domains). It can independently 
bind albumin and IgG, immunoglobulins Fc 
fragments. Protein G binds stronger than SPA 

to polyclonal IgGs from cow, horse, and sheep; 
to human IgG3, mouse IgG1 and rat IgG2a. 
It is active in wider pH range, in a wider 
variety of buffers than SPA. So, in some cases 
protein G can be used for antibody purification 
instead of SPA, for albumin isolation, for 
complex antibody mixtures division on several 
fractions. Affinity sorbents with immobilized 
protein G or PpL can be used for human IgG3, 
rat IgG2a purification, because the last have 
high affinity to these ligands.

PpL binds to kappa light chains of 
antibodies, that’s why it is effectively used 
as ligand for affinity chromatography. In 
contrast to proteins A and G, PpL has affinity 
to wider range of immunoglobulin classes 
and subclasses (human and mouse IgM, IgG1, 
IgG3, human IgG2, IgG4, IgA, IgD, rat IgG2c, 
IgG1, mouse and rat IgG2a, IgG2b). Affinity 
chromatography with PpL is used for ScFv 
fragments purification, unlike SPA and 
protein G ligands, which cannot be used for 
this purpose.

So due to the different affinity of proteins 
A, G, L to immunoglobulin divergent classes 
and subclasses they are used as ligands in 
the affinity chromatography for diverse 
purification purposes.

In the area of pharmaceutical biotechnology 
the proteins A, G, L application is very useful 
and beneficial, it is fulfilled by means of 
immunoglobulin-binding proteins properties 
improving, genetic engineering fusion of DNA 
sequences encoded PpL and protein G, SPA 
and protein G. Affinity chromatography on 
the basis of immobilized proteins A, G, L can 
be used instead of conventional methods of 
protein purification as ethanol precipitation 
and different chromatography methods 
due to simplicity in usage, opportunity of 
purification in a single step, high level purity 
proteins receiving, multiuse at upholding of 
proper disposal conditions.
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ПРОТЕЇНІВ А, G, L В АФІННІЙ 
ХРОМАТОГРАФІЇ
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Протеїни A, G, L — це нативні та рекомбі-
нантні протеїни бактеріального походження, 
що зв’язуються з імуноглобулінами ссавців. 
У біотехнології для виробництва афінних сор-
бентів використовують переважно рекомбі-
нантні варіанти протеїнів A, G та L. Наведено 
порівняльну характеристику цих протеїнів, 
афінних сорбентів на їхній основі, переваги та 
недоліки застосування як лігандів в афінній 
хроматографії. Подано аналіз властивостей 
протеїнів A, G та L. Специфічність зв’язуван-
ня й афінність цих протеїнів розрізняються 
залежно від виду тварин та підкласу антитіл. 
Протеїн А має високу афінність до IgG1, IgG2, 
IgG4 людини, IgG2a, IgG2b, IgG3 миші, IgG2 
кози та вівці, IgG собаки, кота, кролика, мор-
ської свинки. Протеїн G міцно зв’язується з IgG 
людини, миші, корови, кози, вівці та кролика. 
Протеїн L має здатність до міцного зв’язуван-
ня з легкими каппа-ланцюгами імуноглобу-
лінів людини, миші, щура та свині. Показано 
доцільність застосування афінної хроматогра-
фії з використанням сорбентів на основі іммо-
білізованих протеїнів A, G і L для виділення 
та очищення антитіл різних класів. Вищеза-
значений метод застосовують як альтернати-
ву традиційним методам очищення протеїнів, 
таким як іонообмінна, гідрофобних взаємодій, 
металo-афінна хроматографія, осадження ета-
нолом, завдяки простоті, можливості односта-
дійного процесу очищення, одержання протеї-
нів з високим рівнем чистоти, багаторазового 
використання за дотримання правильних умов 
зберігання та експлуатації. Афінні сорбенти на 
основі іммобілізованих протеїнів A, G та L за-
стосовують не лише для очищення антитіл, але 
й для виділення різних їхніх фракцій із сиро-
ватки крові.

Ключові слова: афінна хроматографія, 
стафілококовий протеїн А, пептострептококо-
вий протеїн L, протеїн G. 
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ХРОМАТОГРАФИИ

О. В. Святенко1

О. Б. Горбатюк2

О. А. Васильченко1

1Национальный авиационный университет, 
Киев, Украина

2Институт генетической и регенеративной 
медицины НАМН Украины, Киев

E-mail: svyatenko@hotmail.com

Протеины A, G, L — это нативные и реком-
бинантные протеины бактериального проис-
хождения, которые связываются с иммуногло-
булинами млекопитающих. В биотехнологии 
для производства аффинных сорбентов ис-
пользуют преимущественно рекомбинантные 
варианты протеинов A, G и L. Приведена срав-
нительная характеристика этих протеинов, 
аффинных сорбентов на их основе, преиму-
щества и недостатки использования в каче-
стве лигандов в аффинной хроматографии. 
Представлен анализ свойств протеинов A, G 
и L. Специфичность связывания и аффинность 
данных протеинов различаются в зависимости 
от вида животных и подкласса антител. Проте-
ин А имеет высокую аффинность к IgG1, IgG2, 
IgG4 человека, IgG2a, IgG2b, IgG3 мыши, IgG2 
козы и овцы, IgG собаки, кота, кролика, мор-
ской свинки. Протеин G прочно связывается 
с IgG человека, мыши, коровы, козы, овцы 
и кролика. Протеин L обладает способностью к 
прочному связыванию с легкими каппа-цепями 
иммуноглобулинов человека, мыши, крысы и 
свиньи. Показана целесообразность примене-
ния аффинной хроматографии с использова-
нием сорбентов на основе иммобилизованных 
протеинов А, G и L для выделения и очистки 
антител разных классов. Вышеуказанный ме-
тод используется как альтернатива традици-
онным методам очистки протеинов, таким как 
ионообменная, гидрофобных взаимодействий, 
металло-аффинная хроматография, осаждение 
этанолом, благодаря простоте, возможности 
одностадийного процесса очистки, получения 
протеинов с высоким уровнем чистоты, много-
кратного применения при соблюдении пра-
вильных условий хранения и эксплуатации. 
Аффинные сорбенты на основе иммобилизован-
ных протеинов А, G и L используют не только 
для очистки антител, но и для выделения раз-
личных их фракций из сыворотки крови.

Ключевые слова: аффинная хроматография, 
стафилококковый протеин А, пептострепто-
кокковый протеин L, протеин G.
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Гепаринзв’язувальний фактор росту, що 
подібний до епідермального фактора рос-
ту — HB-EGF (від англ.: Heparin-Binding 
Epidermal growth factor-like Growth Factor) 
належить до родини епідермальних росто-
вих факторів. HB-EGF має високу афінність 
до гепарину та гепарансульфатпротеогліка нів 
(ГСПГ) [1]. HB-EGF синтезується у вигля-
ді мембранно-заякореного попередника — 
pro-HB-EGF, який під дією мембранних ме-
талопротеїназ може переходити в розчинну 
форму фактора — sHB-EGF (від англ.: soluble 
HB-EGF). Рецепторами для sHB-EGF є гомо-
димери рецепторів родини епідермальних 
ростових факторів першого (HER-1, EGFR, 
Human Epidermal Growth Factor Receptor) 

і четвертого (HER-4) типу, а також їхні ге-
теродимери з HER-2 та HER-3. Зв’язування 
sHB-EGF з рецептором призводить до утво-
рення лігандрецепторного комплексу sHB-
EGF/EGFR і активації сигнальних шляхів, 
які відіграють вирішальну роль у регулю-
ванні проліферації, диференціації, міграції 
та інгібуванні апоптозу клітин, що є вкрай 
важливим за злоякісних перетворень [2]. 

Відомо, що утворений після зв’язування 
sHB-EGF із рецептором лігандрецепторний 
комплекс sHB-EGF/EGFR у подальшому 
зазнає лізосомальної деградації або «ресай-
клингу» (receptor recycling), тобто повторної 
появи рецептора на поверхні плазматичної 
мембрани [3]. З другого боку, дослідження 
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Гепаринзв’язувальний фактор росту, подібний до епідермального ростового фактора — HB-EGF 
(Heparin-Binding Epidermal growth factor-like Growth Factor), належить до родини епідермальних 
ростових факторів і синтезується у вигляді мембранно-заякореного попередника pro-HB-EGF. 
Зв’язування секреторної форми фактора sHB-EGF (soluble HB-EGF) з рецепторами EGFR 
і HER-4 приводить до утворення відповідних лігандрецепторних комплексів та активації сигнальних 
шляхів, які відіграють важливу роль у регулюванні проліферації, диференціації та міграції клітин.

Метою роботи було одержання рекомбінантних флуоресцентних похідних на основі 
повнорозмірної форми sHB-EGF людини (mCherry-sHB-EGF) та вкороченої форми sHB-EGF84-106 
(mCherry-sHB-EGF84-106), яка б не містила гепаринзв’язувальної ділянки. 

Показано здатність обох флуоресцентних похідних специфічно зв’язуватись із EGFR-рецептором 
клітин та рецепторопосередковано інтерналізуватися всередину клітини, а також посилювати 
проліферацію клітин миші лінії 3Т3. При цьому відсутність гепаринзв’язувальної ділянки в струк турі 
mCherry-sHB-EGF 84-106 суттєво не впливала на його здатність зв’язуватись із рецептором, проте 
знижувала його мітогенну активність майже у два рази. Одержані флуоресцентні похідні sHB-EGF 
можуть бути зручним інструментом для дослідження молекулярних механізмів реалізації біологічної 
активності sHB-EGF та ролі гепаринзв’язувальної активності у процесах взаємодії sHB-EGF 
з рецептором і подальшого внутрішньоклітинного транспортування лігандрецепторного комплексу.
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останніх років виявили здатність EGF, 
TGF- після зв’язування з EGFR стимулю-
вати транслокацію лігандрецепторного 
комп лек су в ядро, де останній за наявності 
кіназної активності EGFR виконує функції 
регулятора транскрипції шляхом фосфори-
лювання низки ядерних протеїнів, що сприяє 
посиленню проліферативного статусу клітини 
[4]. Отже, після утворення лігандрецепторно-
го комплексу sHB-EGF/EGFRГ можуть реалі-
зуватись декілька сценаріїв його внутрішньо-
клітинного транспортування. Так, можлива 
повна лізосомальна деградація ліганду та ре-
цептора або часткова деградація лише ліган-
ду з наступним «ресайклінгом» рецептора на 
поверхню клітини. Не менш цікавим є дослі-
дження можливих шляхів транспортування 
власне лігандрецепторного комплексу до ядра 
клітини. Наразі немає фактичних відомостей 
щодо здатності sHB-EGF індукувати ядерну 
транслокацію EGFR, проте pro-HB-EGF вияв-
ляє ядерну локалізацію у клітинах пухлин і 
тканин, що активно проліферують [5].

Таким чином, створення молекулярних 
інструментів є важливим для дослідження 
здатності розчинної форми HB-EGF люди-
ни індукувати ядерну транслокацію EGFR 
та виявлення шляхів транспортування sHB-
EGF/EGFR лігандрецепторного комплексу. 
Оскільки суттєвою відмінністю sHB-EGF від 
інших ростових факторів є його здатність 
взаємодіяти із поверхневими ГСПГ, що може 
впливати на його здатність індукувати ядер-
ну транслокацію EGFR та на внутрішньо-
клітинне транспортування sHB-EGF/EGFR 
лігандрецепторного комплексу, для прове-
дення досліджень можна застосувати такий 
методичний підхід, як створення «вкороче-
ної» форми sHB-EGF, яка була би позбавлена 
здатності взаємодіяти з гепарином та ГПСГ.

Метою роботи було одержання функціо-
нально активних флуоресцентних похідних 
на основі повнорозмірної розчинної фор-
ми sHB-EGF людини та «вкороченої» sHB-
EGF84–106, яка б не містила гепаринзв’я-
зувальної ділянки. Також було проведено 
дослідження можливості використання їх 
для вивчення молекулярних механізмів реа-
лізації біологічної активності секреторної 
форми HB-EGF людини, порівняльного ана-
лізу експресії рецепторів EGFR і HER-4 на 
поверхні клітин різних типів та походжен-
ня, а також внутрішньоклітинних шляхів 
транспортування лігандрецепторного комп-
лексу sHB-EGF/EGFR та участі гепаринзв’я-
зувальної ділянки у цих процесах.

Матеріали і методи

Матеріали. У роботі було використано 
такі реактиви: культуральне середовище 
RPMI-1640 з L-глутаміном, фетальна сиро-
ватка великої рогатої худоби, пеніцилін, 
стрептоміцин, амфотерицин В (антиміко-
тик), моноклональні антитіла проти EGFR 
людини, FITC-кон’юговані вторинні антиті-
ла до Fc-фрагментів атитіл миші, кон’югова-
ні з пероксидазою хрону, вторинні антитіла 
до Fc-фрагментів атитіл миші (Sigma, США), 
праймери, імідазол, живильне середови-
ще LB, диметилформамід (ДМФА), MgCl2, 
Taq-полімераза, вільна від нуклеаз вода, ен-
донуклеази рестрикції ВаmHI, XhoI, EcoRI, 
PstI, ДНК-лігаза Т4, лужна фосфатаза, на-
бір для виділення ДНК, ізопропіл--D-тіо-
галактопіранозид (IPTG), протеїнові марке-
ри молекулярної маси в діапазоні від 10 до 
180 кДа, ДНК-маркери молекулярної маси 
в діапазоні від 100 до 10000 п. н. (Fermentas, 
Литва), Ni-NTI-агароза (Qiagen, ФРН), де-
зоксирибонуклеотидтрифосфати (dNTPs), 
нітроцелюлоза Hibond C-Extra (Amersham, 
США), вектор рЕТ-28а(+) (Novagen, ФРН), 
вектор pmCherry (ClonTech, США), нітроце-
люлоза Hibond C-Extra (Amersham, США). 

Обладнання. У роботі застосовували таке 
обладнання: конфокальний мікроскоп Carl 
Zeiss LSM 510 Meta (Carl Zeiss, ФРН), про-
токовий цитофлуориметр Coulter Epics XL 
(Beckman Coulter, США), ламінарні шафи II 
рівня біобезпеки (ESCO, Сінгапур), термоци-
клер AB2720 (Applied Biosystems, США), елек-
тропоратор Electroporator 2510 (Eppendorf, 
ФРН), трансілюмінатор Vilber Lourmat TFX-
20.LM та пристрій для документації гелів Vilber 
Lourmat DP-001.FDC (Vilber Lourmat, Фран-
ція), ультразвуковий дезінтегратор Labsonic 
M (Sartorius, ФРН), центрифуга MLW T23D 
(ELMI, ФРН), пристрій для вертикального 
електрофорезу Mini-Protein II Electrophoretic 
Cell (Bio-Rad, США), пристрій для горизон-
тального електрофорезу (Helicon, Росія), елек-
троблотер Hoefer ТЕ77 (Amersham, США).

Штами-продуценти і клітинні лінії. 
У до слідженнях використано одержаний 
нами рекомбінантний аналог розчинної 
фор ми sHB-EGF людини зі створеного рані-
ше штаму-продуцента Е. coli [6]. Виділення 
sHB-EGF та аналітичну експресію протеїно-
вих продуктів проводили як описано у [6]. 
Клітинні культури ембріональних фібро-
бластів миші 3Т3 та епідермоїдної карци-
номи піхви людини А431 отримали з банку 
клітинних ліній Інституту експеримен-
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тальної патології, онкології та радіобіології 
ім. Р. Є. Кавецького НАН України. 

Культивування клітин евкаріотів. Клі-
тини культивували за стандартних умов 
у куль туральному середовищі RPMI-1640 
з додаванням 5–10%-ї сироватки ембріонів 
телят за 5% концентрації СО2.

Створення генетичних конструкцій 
pET-28a(+)-mCherry-sHB-EGF та pET-
28a(+)-mCherry-sHB-EGF84–106 на основі 
експ ре сійного вектора та отримання кло-
нів-продуцентів відповідних флуоресцент-
них похідних. Для створення вищезазначе-
них генетичних конструкцій як джерело 
нуклеотидної послідовності, яка кодує мо-
номерний червоний флуоресцентний проте-
їн mCherry, було обрано плазмідний вектор 
pmCherry. Як джерело нуклеотидної послі-
довності повнорозмірної (sHB-EGF) та вкоро-
ченої (sHB-EGF84–106) форм sHB-EGF люди-
ни обрали раніше одержану нами генетичну 
конструкцію pUC-19-sHB-EGF [7]. Напра-
цювання нуклеотидних послідовностей, які 
кодують флуоресцентний протеїн mCherry, 
повнорозмірну (sHB-EGF) та вкорочену (sHB-
EGF84–106) форми sHB-EGF людини проводи-
ли за допомогою ПЛР з ви ко ристанням спе-
цифічних пар праймерів (таблиця). Одержані 
в результаті проведення ПЛР нуклеотидні 
послідовністі sHB-EGF та sHB-EGF84–106 
об’єднали з нуклеотидною послідовністю 
mCherry через сайт рестрикції EcoRI для 
sHB-EGF та PstI для sHB-EGF84–106. Для 
одержання об’єднаних нуклеотидних послі-
довностей mCherry-sHB-EGF та mCherry-sHB-
EGF84–106 ПЛР проводили із праймерами 
Sence mCherry та Antisence sHB-EGF.

Нуклеотидні послідовності mCherry-
sHB-EGF та mCherry-sHB-EGF84–106 об’єд-
нували з нуклеотидною послідовністю екс-
пресійного вектора рЕТ-28а(+), обробляючи 
ендонуклеазами рестрикції BamHI та XhoI 
з подальшим лігуванням. Під час прове-
дення вищезазначених маніпуляцій з ДНК 
дотримувались рекомендацій виробника ен-

зимів. За трансформації клітин E. coli шта-
му DH10B одержаними генетичними кон-
струкціями рЕТ-28а(+)-mCherry-sHB-EGF 
та рЕТ-28а(+)-mCherry-sHB-EGF84–106 за-
стосовували метод електропорації з наступ-
ним висіванням на тверде живильне середо-
вище LB (триптону — 10 г/л, дріжджового 
екстракту — 5 г/л, NaCl — 10 г/л) з 15 г/л 
агару, яке містило 0,005% канаміцину, що 
слугував селективним агентом [8]. Колонії 
клітин перевіряли на наявність нуклеотид-
них послідовностей mCherry-sHB-EGF та 
mCherry-sHB-EGF84–106 у складі вектора за 
допомогою ПЛР з використанням пари прай-
мерів, що фланкують ген mCherry на 5-кін-
ці та ген sHB-EGF/sHB-EGF84–106 — на 
3-кінці. Результатом проведення ПЛР був 
продукт, який мав у своєму складі нуклео-
тидні послідовності обох генів. Колонії, що 
містили вектор рЕТ-28а(+) зі вставками 
нуклеотидних послідовностей mCherry-sHB-
EGF та mCherry-sHB-EGF84–106, нарощу-
вали у рідкому живильному середовищі LB 
з додаванням селективного агента і засто-
совували у подальшому для напрацювання 
отриманих генетичних конструкцій. Для 
одержання клонів-продуцентів протеїнових 
продуктів рекомбінантних флуоресцентних 
похідних sHB-EGF та sHB-EGF84–106 прово-
дили електропорацію експресійного штаму 
E. coli Rosetta DE3 генетичними конструк-
ціями рЕТ-28а(+)-mCherry-sHB-EGF та 
рЕТ-28а(+)-mCherry-sHB-EGF84–106 .

Aналітична експресія протеїнових про-
дуктів флуоресцентних похідних mCherry-
sHB-EGF та mCherry-sHB-EGF84–106. Клі-
тини клонів-продуцентів E. coli Rosetta DE3 
висівали у рідке живильне середовище LB 
з додаванням 2% глюкози та інкубували за 
37 С в умовах інтенсивної аерації до досяг-
нення культурою оптичної густини 0,5–0,7 
за OD600. Для індукції експресії рекомбінант-
них протеїнів додавали ізопропіл--D-тіо-
галактопіранозид (IPTG) у концентрації 
1мМ. Індукцію експресії проводили протя-

Одержання нуклеотидних послідовностей, які кодують флуоресцентний протеїн mCherry, 
повнорозмірну  (sHB-EGF) та вкорочену (sHB-EGF84–106) форми sHB-EGF людини 

за допомогою ПЛР з використанням специфічних пар праймерів

Sence sHB-EGF 5– GGATCCATGGACTTGCAAGAGGCAGATC –3

Sence sHB-EGF 84–106 5– CTGCAGTTCTCTCGGCACTGGT –3

Antisence sHB-EGF 5– CTCGAGTCAGAGGCTCAGCCCATG –3
Sence mCherry 5– GAAGGATCCACCATGGTGAGCAAGGG –3

Antisence mCherry 5– CCAGACGTCTTTGTACAGCTCGTCCATGCC –3

Примітка: * — підкреслено сайти щеплення ендонуклеаз рестрикції.
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гом 3 год при 30 С. Для проведення аналі-
зу експресії протеїнів готували розчинну 
й нерозчинну фракції з подальшим електро-
форезом у ПААГ. Після напрацювання 2 мл 
клітинної біомаси осаджували центрифугу-
ванням при 10 000 g. Осад ресуспендували 
у забуференому фосфатному розчині (ЗФР), 
концентруючи його в 20 разів, і обробляли 
ультразвуковим дезінтегратором. Залишки 
клітин відокремлювали центрифугуванням 
при 10 000 g. Супернатант містив розчинну 
фракцію протеїнів E. coli, зокрема й цільо-
вого протеїну, а осад — нерозчинну. Клі-
тинний осад промивали 1% Triton-X100 та 
ресуспендували у ЗФР. Аналіз протеїнових 
фракцій здійснювали за допомогою електро-
форезу в 10% ДСН-ПААГ з використанням 
трис-НCl буферної системи та додаванням 
трицину [9]. Застосовували маркери моле-
кулярної маси в діапазоні від 10 до 180 кДа. 
Проби для електрофорезу готували з дода-
ванням буфера для зразків (40 мг ДСН, 0,48 г 
сечовини, 50 мкл -меркаптоетанолу, 1–2 мкл 
бромфенолового синього на 1 мл буферного 
розчину), які попередньо прогрівали за тем-
ператури 70–75 С протягом 20–30 хв.

Виділення рекомбінантних протеїнів 
sHB-EGF, mCherry-sHB-EGF і mCherry-sHB-
EGF84–106 та їх очищення. Нарощення клі-
тинної біомаси та індукцію експресії прово-
дили за описаною вище методикою. Після 
цього клітинну біомасу осаджували центри-
фугуванням при 10 000 g, осад ресуспенду-
вали в 5 мл буферного розчину, що містив 
0,3 M NaCl, 20 мM Tris-HCl, 1мМ DTT та 6 М 
сечовини, рН 8,0. Отриману клітинну біома-
су обробляли ультразвуковим дезінтеграто-
ром. Залишки клітин відокремлювали цен-
трифугуванням при 13 000 об/хв протягом 
25 хв. Супернатант наносили на попередньо 
врівноважену колонку з Ni-NTI-агарозою. 
Для виконання процедури рефолдингу ко-
лонку із сорбованим протеїном промивали 
буферним розчином того самого складу, але 
з градієнтом сечовини (8, 6, 4, 2 та 1 М), до-
даючи 10 мМ імідазолу. Елюцію протеїну 
проводили 400 мМ імідазолом. З метою ство-
рення умов для формування дисульфідних 
зв’язків до елюйованого протеїну додавали 
відновлений та окиснений глутатіон у кон-
центрації 6 мМ і 1,2 мМ відповідно. Для по-
дальшого використання протеїн діалізували 
проти ЗФР (0,8% NaCl, 0,25% KCl, 0,144% 
Na2HPO4 та 0,024% KH2PO4, рН 7,2). Ана-
ліз протеїнових фракцій у 10% ДСН-ПААГ 
здійснювали за описаною вище методикою. 

Одержання імунної сироватки мишей 
проти sHB-EGF людини. Імунізацію мишей 
лінії Balb/c проводили одержаним раніше 
рекомбінантним аналогом sHB-EGF людини 
з використанням повного і неповного ад’ю-
ванту Фрейнда [10]. 

Вестерн-блот-аналіз. Перенесення про-
теї нів із ПААГ на нітроцелюлозу здійс ню-
вали за допомогою електроблотера. Ніт  -
ро целюлозну мембрану попередньо витри-
мували у буферному розчині для перенесен-
ня (25 мМ Tris, 0,1% ДСН, 20% метилового 
спирту, 192 мМ гліцину) протягом кількох 
хвилин. Після перенесення мембрану витри-
мували в 1%-му розчині знежиреного мо-
лока в ЗФР за температури 37 С упродовж 
1 год. Після промивання нітроцелюлозну 
мембрану витримували за тих самих умов 
у розчині поліклональної сироватки миші 
в розведенні 1:400 у твін-фосфатному буфе-
рі (ТФБ), що являв собою ЗФР з додаван-
ням 0,04% Tween 20. Як вторинні антитіла 
використовували моноклональні антитіла 
проти Fс-фрагментів імуноглобулінів миші 
в розведенні 1:10 000. Проявлення нітроце-
люлозної мембрани здійснювали протягом 
кількох хвилин у розчині для забарвлення, 
що містив 0,07% діамінобензидинтетрагід-
рохлориду (ДАБ) та 0,035% H2O2 в ЗФР. 

Конфокальна мікроскопія. Клітини виро-
щували до досягнення 70–90% конфлюент-
ного стану, потім пересівали на попередньо 
знежирені покривні скельця та культивува-
ли ще 24 год. Перед забарвленням клітини 
промивали розчином RPMI-1640. Зразки за-
барвлювали у RPMI-1640, додаючи відповід-
ні флуоресцентні похідні (mCherry-sHB-EGF 
та mCherry-sHB-EGF84–106) у концентрації 
10 мкг/мл або моноклональні антитіла про-
ти рецептора EGFR (1:2 000), попередньо 
інкубовані з FITC-міченими антитілами 
кози проти Fc-фрагментів імуноглобулінів 
миші (1:1 000), після цього інкубували при 
37 С протягом 15 хв. Перед фіксацією зраз-
ки двічі промивали ЗФР. Фіксацію зразків 
проводили 5%-м параформальдегідом у на-
трійфосфатному буфері. Після цього зразки 
промивали ЗФР та дистильованою водою. 
На кожен препарат клітин наносили 25 мкл 
DABCO-PVA для подальшого збереження 
та аналізу. До проведення конфокальної 
мікроскопії зразки зберігали в темряві при 
4 С. Колокалізацію флуоресцентних міток 
FITC (зелений канал) та mCherry (червоний 
канал) визначали із застосуванням програм-
ного забезпечення Fiji (http://fiji.sc/Fiji).
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МТТ-тест. Клітини 3Т3 нарощували до 
конфлуентного стану в 96-лункових план-
шетах. Перед внесенням рекомбінантних 
флуоресцентних похідних клітини проми-
вали ЗФР та замінювали на безсироваткове 
середовище із додаванням рекомбінантних 
протеїнів у концентрації 1 мкг/мл та куль-
тивували за стандартних умов упродовж від-
повідних проміжків часу. Далі культураль-
не середовище замінювали на нове, додавали 
МТТ-реагент [3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-
2,5-di phenyltetrazolium bromide] у відповід-
ній до рекомендацій виробника концентрації 
та інкубували протягом 4 год за стандартних 
умов. Після цього середовище обережно від-
бирали, додавали буфер для лізису (90%-й 
диметилсульфоксид — ДМСО, 0,1% доде-
цилсульфат натрію — ДСН) та інкубували 
ще 5 хв за умов інтенсивного струшування. 
Оптичне поглинання розчину вимірювали за 
довжини хвиль 545 (тест) і 630 нм (конт роль). 

Результати та обговорення

Створення генетичних конструкцій 
pET-28a(+)-mCherry-sHB-EGF і pET-28a(+)-
mCherry-sHB-EGF84–106 та одержання кло-
нів-продуцентів відповідних флуоресцент-
них похідних. Для створення генетичних 
конструкцій pET-28a(+)-mCherry-sHB-EGF 
та pET-28a(+)-mCherry-sHB-EGF84–106 було 
одержано ПЛР-продукти об’єднаних нукле-
отидних послідовностей mCherry-sHB-EGF 
і mCherry-sHB-EGF84–106 з використанням 
відповідних пар праймерів (рис. 1, А). Після 
цього нуклеотидні послідовності mCherry-
sHB-EGF і mCherry-sHB-EGF84–106 об’єдну-
вали за сайтами рестрикції BamHI та XhoI 
із послідовністю експресійного вектора pET-

28a(+). У результаті було одержано генетич-
ні конструкції pET-28a(+)-mCherry-sHB-
EGF та pET-28a(+)-mCherry-sHB-EGF84–106 
для подальшої трансформації клітин E. coli 
штаму DH10B (рис. 1, Б). 

Експресія, виділення та очищення реком-
бінантних протеїнів mCherry-sHB-EGF та 
mCherry-sHB-EGF84–106. Після трансфор-
мування клітин E. coli штаму Rosetta (DE3) 
генетичними конструкціями pET-28a(+)-
mCherry-sHB-EGF та pET-28a(+)-mCherry-
sHB-EGF84–106 серед трансформантів було 
відібрано окремі клони для проведення екс-
пресії відповідних рекомбінантних протеїнів 
та подальшого вестерн-блот-аналізу з метою 
підтвердження наявності в лізаті бактеріаль-
них клітин цільового продукту. Результати 
проведення вестерн-блот-аналізу з викорис-
танням поліклональної сироватки мишей, 
імунізованих sHB-EGF людини, підтвердили 
наявність у складі бактеріальних клітин-про-
дуцентів цільового протеїнового продукту 
(рис. 2).

За даними літератури, sHB-EGF має ано-
мальну електрофоретичну рухливість, що 
пов’язано з наявністю багатої на лізин гепа-
ринзв’язувальної ділянки у структурі sHB-
EGF, яка за нейтральних значень рН несе 
позитивний заряд [11]. Рекомбінантний ана-
лог sHB-EGF людини внаслідок аномальної 
електрофоретичної рухливості мав на 4,5 кДа 
«вищу молекулярну масу», за даними елек-
трофорезу та імуноблотингу, що становила 
 18 кДа замість теоретично розрахованої 
13,5 кДа. Аномальну електрофоретичну рух-
ливість також мали флуоресцентні похідні: 
55 кДа для mCherry-sHB-EGF замість тео-
ретично розрахованої 50 кДа та 45 кДа для 
mCherry-sHB-EGF84–106, замість 40 кДа.

Рис. 1. А — схематичне зображення генетичних конструкцій на основі бактерійного експресійного 
вектора рЕТ-28а(+), що кодують рекомбінантні флуоресцентні похідні sHB-EGF людини: 

mCherry-sHB-EGF та mCherry-sHB-EGF84–106; Б — електрофореграма ПЛР-продуктів об’єднаних 
нуклеотидних послідовностей mCherry-sHB-EGF та mCherry-sHB-EGF84–106: 

1 — mCherry-sHB-EGF84–106; М — маркери довжини нуклеотидних фрагментів; 2 — mCherry-sHB-EGF

А Б
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Для подальшого використання рекомбі-
нантні протеїни виділяли з розчинної фрак ції 
за допомогою афінного сорбенту Ni-NTI-агаро-
зи. Дисульфідні зв’язки у складі EGF-подібно-
го домену молекул sHB-EGF та sHB-EGF84–106 
відновлювали з використанням суміші окис-
неного і відновленого глутатіону, яку додава-
ли до препарату протеїну після попереднього 
етапу виділення. Чистоту отриманого препа-
рату перевіряли електрофоретично. 

Вихід розчинних рекомбінантних про-
теїнів mCherry-sHB-EGF та mCherry-sHB-
EGF84–106 становив 2,1 мг і 3,5 мг відповідно 
у перерахунку на 1 л бактеріальної культури.

Дослідження біологічної активності 
одержаних флуоресцентних похідних ре-
комбінантного аналога sHB-EGF людини. 
Флуоресцентні похідні можна застосовува-
ти для дослідження здатності секреторної 
форми HB-EGF людини індукувати процеси 
ядерної транслокації рецептора EGFR, про-
цесів внутрішньоклітинного транспорту-
вання лігандрецепторного комплексу sHB-
EGF/EGFR та ролі гепаринзв’язувальної 
ділянки в механізмах реалізації біологічної 
активності sHB-EGF. З огляду на це переві-
ряли біологічну активність mCherry-sHB-
EGF та mCherry-sHB-EGF84–106, зокрема 
їхню здатність специфічно зв’язуватись із 
рецептором EGFR на поверхні клітин А431. 
Клітини епідермоїдної карциноми людини 
А431 експресують рецептор EGFR у великій 
кількості і є класичною моделлю для дослі-
дження біологічної дії ростових факторів, 
що слугують лігандами для EGFR, та меха-
нізмів їх участі у процесах канцерогенезу. 
Для підтвердження здатності флуоресцент-
них похідних mCherry-sHB-EGF та mCherry-

sHB-EGF84–106 специфічно взаємодіяти із 
рецептором EGFR було використано моно-
клональні антитіла миші проти позаклітин-
ного домену EGFR. Слід зазначити, що згідно 
з інструкцією виробника зв’язування анти-
тіл із позаклітинним доменом EGFR не пере-
шкоджає прояву його здатності зв’язувати 
позаклітинні ліганди. Вторинними антиті-
лами слугували мічені FITC антитіла проти 
Fc-фрагментів імуноглобулінів миші. Отже, 
є можливість візуалізувати лігандрецептор-
ний комплекс mCherry-sHB-EGF/EGFR або 
mCherry-sHB-EGF84–106/EGFR, який утво-
рився після зв’язування флуоресцентних 
похідних із рецептором. Після додавання 
до культурального середовища антитіл та 
флуоресцентних похідних sHB-EGF клітини 
інкубували протягом 15 хв при 37 С за 5%-ї 
концентрації CO2 в атмосфері з метою ство-
рення сприятливих умов для життєдіяльнос-
ті. Препарати для конфокальної мікроскопії 
готували як описано в розділі «Матеріали і 
методи». Аналіз препаратів дав змогу вияви-
ти колокалізацію двох міток: зеленої (FITC) 
мітки рецептора та червоної (mCherry)–лі-
ганда у внутрішньоклітинних везикуляр-
них структурах (жовтий колір, утворений 
колокалізацією двох міток), що свідчить про 
здатність mCherry-sHB-EGF та mCherry-sHB-
EGF84–106 специфічно зв’язуватись із рецеп-
тором EGFR (рис. 3). Як показують конфо-
кальні знімки, утворений лігандрецепторний 
комплекс мав здатність інтерналізуватись у 
клітину. Таким чином, результати конфо-
кальної мікроскопії вказують на наявність 
біологічної активності отриманих рекомбі-
нантних флуоресцентних похідних, зокрема 
їхню здатність специфічно зв’язуватись із ре-
цептором EGFR та індукувати його подальшу 
інтерналізацію в клітину. Слід зазначити, що 
відсутність гепаринзв’язувального домену в 
складі mCherry-sHB-EGF84–106 не впливала 
на здатність флуоресцентного похідного вза-
ємодіяти з рецептором EGFR.

Відомо, що sHB-EGF є активним мітоге-
ном та хемоатрактантом для багатьох типів 
клітин. Тому наступним етапом роботи було 
дослідження здатності одежаних рекомбі-
нантних флуоресцентних похідних стимулю-
вати проліферацію клітин. Із цією метою нами 
було проведено дослідження з використанням 
МТТ-тесту і клітин 3Т3. За культивування клі-
тин до ростового середовища додавали реком-
бінантні флуоресцентні похідні mCherry-sHB-
EGF та mCherry-sHB-EGF84–106 у концентрації 
1 мкг/мл відповідно. Результати МТТ-тесту свід-

Рис. 2. Вестерн-блот-аналіз лізатів 
бактеріальних клітин клонів-продуцентів 

рекомбінантнтних флуоресцентних похідних 
mCherry-sHB-EGF та mCherry-sHB-EGF84–106 
(детекція поліклональною сироваткою миші, 

імунізованою рекомбінантним sHB-EGF): 
1 — маркери молекулярної маси; 2 — mCherry-
sHB-EGF84–106;  3 — mCherry-sHB-EGF; 4 — 
рекомбінантний аналог sHB-EGF людини
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чать про мітогенну активність флуоресцентних 
похідних (рис. 4). Проте флуоресцентне похідне 
mCherry-sHB-EGF84–106, імовірно, має значно 
меншу мітогенну активність, ніж mCherry-sHB-
EGF. Можна припустити, що відсутність гепа-
ринзв’язувальної ділянки у складі sHB-EGF 
призводить до зниження його мітогенного по-
тенціалу. На підставі даних МТТ-тесту можна 
зробити висновок про можливість використан-
ня рекомбінантних флуоресцентних похідних 

mCherry-sHB-EGF і mCherry-sHB-EGF84–106 в 
експериментах, спрямованих на дослідження 
механізмів реалізації біологічної активності 
sHB-EGF людини та ролі гепаринзв’язувальної 
ділянки у цих процесах. 

Таким чином, у результаті проведеної 
роботи створено біологічно активні реком-
бінантні флуоресцентні похідні секреторної 
форми sHB-EGF людини mCherry-sHB-EGF 
та mCherry-sHB-EGF84–106 і показано можли-
вість їх використання у дослідженнях молеку-
лярних механізмів реалізації біологічної ак-
тивності sHB-EGF і ролі гепаринзв’язувальної 
активності у процесах зв’язування sHB-EGF 
з рецептором та внутрішньоклітинного тран-
спортування лігандрецепторного комплексу.

Рис. 3. Конфокальні знімки препаратів клітин 
А431, забарвлених флуоресцентними похідними 

sHB-EGF:
mCherry-sHB-EGF та mCherry-sHB-EGF84–106 — 
червоний канал; FITC-EGFR — зелений канал; 
накладання — об’єднане зображення по зеле-
ному та червоному каналах; колокалізація — 
накладання флуоресцентних міток по зеленому 
та червоному каналах (білий колір)

Рис. 4. Залежність кількості клітин від часу 
культивування з рекомбінантними 

флуоресцентними похідними за результатами 
МТТ-тесту з використанням клітин 3Т3
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ПОЛУЧЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА 
ФЛУОРЕСЦЕНТНЫХ ПРОИЗВОДНЫХ 

РЕКОМБИНАНТНОГО АНАЛОГА 
СЕКРЕТОРНОЙ ФОРМЫ HB-EGF 

ЧЕЛОВЕКА

Н. В. Короткевич
А. Ю. Лабынцев

Д. В. Колибо
С. В. Комисаренко

Інститут биохимии им. А. В. Палладина 
НАН Украины, Киев

E-mail: gnr.nata@gmail.com

Гепаринсвязывающий фактор роста, 
подоб ный эпидермальному ростовому фак-
тору — HB-EGF (Heparin-Binding Epidermal 
growth factor-like Growth Factor), относится к 
семейству эпидермальных ростовых факторов 
и синтезируется в виде мембранно-заякорен-
ного предшественника pro-HB-EGF. Связыва-
ние секреторной формы фактора — sHB-EGF 
(soluble HB-EGF) с рецепторами EGFR и HER-
4 приводит к образованию соответствующих 
лигандрецепторных комплексов и активации 
сигнальных путей, которые играют важную 
роль в регулировании пролиферации, диффе-
ренциации и миграции клеток. 

Целью работы было получение рекомби-
нантных флуоресцентных производных на 
основе полноразмерной секреторной формы 
sHB-EGF человека (mCherry-sHB-EGF) и уко-
роченной формы sHB-EGF84–106 (mCherry-
sHB-EGF84–106), которая не содержала бы ге-
паринсвязывающей области. 

Показана способность обоих флуоресцент-
ных производных специфически связываться с 
EGFR-рецептором клеток и рецепторопосредо-
ванно интернализироваться внутрь клетки, а 
также усиливать пролиферацию клеток мыши 
линии 3Т3. При этом отсутствие гепарин-
связывающего участка в структуре mCherry-
sHB-EGF84–106 существенно не влияло на его 
способность связываться с рецептором, однако 
снижало его митогенную активность почти в 
два раза. Полученные флуоресцентные про-
изводные sHB-EGF могут быть удобным ин-
струментом для исследования молекулярных 
механизмов реализации биологической актив-
ности sHB-EGF и роли гепаринсвязывающей 
активности в процессах взаимодействия sHB-
EGF с рецептором, а также дальнейшего вну-
триклеточного транспортирования лигандре-
цепторного комплекса.

Ключевые слова: гепаринсвязывающий EGF-
подобный фактор роста (HB-EGF), рецептор 
эпидермального фактора роста.

OBTAINING AND CHARACTERIZATION 
OF RECOMBINANT FLUORESCENT 

DERIVATIVES OF SOLUBLE HUMAN 
HB-EGF

N. V. Korotkevich
A. Ju. Labyntsev

D. V. Kolibo
S. V. Komisarenko

 
Palladin Institute of Biochemistry 

of National Academy of Sciences of Ukraine, 
Kyіv

E-mail: gnr.nata@gmail.com

Heparin-binding EGF-like growth factor 
(HB-EGF) belongs to the epidermal growth 
factor receptor family and is synthesized as a 
transmembrane precursor proHB-EGF. Binding 
of sHB-EGF with receptors EGFR and HER-4 
results in formation of ligand-receptor complexes 
and activation of signaling pathways and thereby 
promotes survival, proliferation and migration 
of cells. 

The aim of the study was to obtain the 
recombinant fluorescent derivatives of full-
length soluble sHB-EGF — mCherry-sHB-EGF 
and truncated sHB-EGF84–106 (without heparin-
binding domain) — mCherry-sHB-EGF84–106. 
The recombinant fluorescent derivatives may 
be used to investigate the sHB-EGF binding 
with receptors EGFR and HER-4, intracellular 
transportation of ligand-receptor complexes and 
the role of sHB-EGF heparin-binding domain in 
sHB-EGF biological activity. 

It was shown the ability of both fluorescent 
derivatives specifically bind to EGFR, to 
internalize in receptor-mediated pathway and to 
enhance the proliferation of 3T3 cells. Absence 
of heparin-binding domain in structure of 
mCherry-sHB-EGF84–106 significantly did not 
effect on its ability to bind with receptor, but 
decreased twice its mitogenic activity. Thus, 
obtained fluorescent derivatives of sHB-EGF 
could be a convenient tool for investigation of 
molecular mechanisms of sHB-EGF biological 
activity and role of heparin-binding domain in 
these processes. 

Key words: heparin-binding EGF-like growth 
factor (HB-EGF), epidermal growth factor 
receptor. 
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Изучение совместного действия электро-
магнитного излучения (ЭМИ) микроволно-
вого диапазона и биологически активных 
соединений (БАС) на живой организм пред-
ставляет большой интерес, обусловленный 
перспективой использования комбиниро-
ванного воздействия лекарственных препа-
ратов и ЭМИ в терапии различных заболе-
ваний. Существуют основания полагать, что 
первичной мишенью действия слабого ЭМИ 
микроволнового диапазона на клеточном 
уровне является ядерный хроматин [1, 2]. 
Взаимодействие ЭМИ с хроматином может 
изменять степень электростатических взаи-
модействий ДНК–протеин и вызывать изме-
нение функционального состояния клеток, 
проявляющееся в разнообразных клеточных 
эффектах, регистрируемых различными ме-
тодами [3–6]. Учитывая это, особое внима-

ние следует уделить комбинированному вза-
имодействию слабого ЭМИ микроволнового 
диапазона с соединениями, механизм дей-
ствия которых обусловлен нековалентным 
комплексообразованием с ядерной ДНК. 
Наиболее распространенной группой БАС, 
действующих по этому механизму, являют-
ся ароматические ДНК-интеркаляторы [7, 
8]. В связи с этим в работе изучены типичные 
и ДНК-связывающиеся БАС: противоопу-
холевый антибиотик доксорубицин (DOX) 
и ароматические мутагены профлавин (PF) 
и бромистый этидий (EB).

Вклад ЭМИ в повреждение ДНК, индуци-
рованного DOX, и кинетику ее восстановле-
ния был рассмотрен в работе [9]. Результаты 
исследования in vitro на В-лимфобластоид-
ных клетках человека показали, что ЭМИ на 
частоте 1,8 ГГц непосредственно не вызыва-
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В последние десятилетия значительно возросло количество физических и химических 
биологически активных повреждающих факторов. Пути нейтрализации их действия исследованы 
недостаточно. В работе использованы методы визуальной оценки грануляции хроматина 
и электроотрицательности ядер клеток буккального эпителия человека с целью изучения 
комбинированного влияния низкоинтенсивного электромагнитного излучения миллиметрового 
диапазона и ДНК-интеркаляторов: антибиотика доксорубицина, мутагенов бромистого этидия 
и профлавина, а также кофеина и C60-фуллерена, непосредственно не взаимодействующих с ДНК. 
При действии электромагнитного излучения с исследуемыми ДНК-связывающимися веществами 
обнаружен синергетический эффект, заключающийся в уменьшении клеточного ответа, 
обусловленного электромагнитным излучением и препаратами. Во время облучения клеток 
в присутствии С60-фуллерена или кофеина наблюдали протекторный эффект этих веществ 
относительно электромагнитного излучения. Полученные результаты являются основанием для 
использования С60-фуллерена и кофеина в качестве ДНК-протекторов при действии 
электромагнитного излучения.
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ло повреждения ДНК, но могло в некоторой 
степени влиять на процессы репарации ее 
повреждений, вызванных DOX. Однако при 
исследовании возможного взаимодействия 
ЭМИ миллиметрового диапазона с DOX в ра-
боте [10] подобного эффекта обнаружено не 
было. Также не выявлен синергизм во взаи-
мном действии микроволнового излучения 
(2,45 ГГц) и ароматического мутагена PF 
в серии экспериментов на лейкемических 
клетках мышей [11].

В работе [12] исследован комбинирован-
ный эффект EB (1 мг/мл) и микроволнового 
излучения круговой поляризации на хрома-
тин клеточных ядер. При облучении без EB 
левополяризованное излучение приводило 
к изменениям в конформации хроматина 
E. coli, в то время как правополяризованное 
излучение не вызывало никаких видимых 
изменений. Так, при инкубации клеток с EB 
правополяризованное ЭМИ становилось бо-
лее эффективным, чем левополяризованное.

Существующие немногочисленные дан-
ные о комбинированном взаимодействии 
БАС и ЭМИ противоречивы. Наблюдаемый 
эффект может зависеть как от выбора объек-
та исследования, так и от параметров облу-
чения ЭМИ, что затрудняет выявление меха-
низма взаимодействия.

В работе исследовано комбинирован-
ное действие слабого ЭМИ миллиметрового 
диапазона и препаратов, связывающихся с 
ДНК — DOX, EB и PF, на клетки буккаль-
ного эпителия человека. Размер этих клеток 
позволяет наблюдать структурные измене-
ния хроматина в ядре и состояние мембраны 
при помощи оптического микроскопа с ми-
нимальным воздействием на исследуемую 
систему и хорошей воспроизводимостью ре-
зультатов [6, 13]. В качестве тест-системы 
изучены соединения, не оказывающие дей-
ствия непосредственно на ДНК, — кофеин 
(CAF) и С60-фуллерен.

Материалы и методы

Эпителиальные клетки. Клетки бук-
кального эпителия были собраны у трех 
взрослых доноров тупым стерильным шпате-
лем и оса ждались центрифугированием при 
3000 об/мин в течение 2 мин в фосфатном бу-
фере следующего состава: 3,03 мМ фосфат-
ный буфер, рН 7,0, с добавлением 2,89 мМ 
хлорида кальция. Затем надосадок удаляли 
и доводили объем фосфатным буфером до 
1 мл. Промывку проводили 3 раза, после 

чего суспензию клеток разбавляли буфер-
ным раствором и распределяли по пробир-
кам по 5·104–1·105 клеток в каждую. В те-
чение всего времени эксперимента у клеток 
не наблюдалось видимых изменений струк-
туры ядра и клеточной мембраны, а также 
показателей электроотрицательности кле-
точных ядер и состояния хроматина. Забор 
клеток проводили у двух доноров женско-
го пола: доноры А — 24 года и B — 20 лет, 
и одного донора мужского пола: донор С — 
21 год. Все доноры были практически здо-
ровы, не курящие.

Оценка количества гранул гетерохрома-
тина (КГГ). Исследования процесса гетеро-
хроматинизации дает возможность оценить 
изменения функциональной активности 
клеточного ядра [14]. Оценку КГГ осуще-
ствляли с помощью метода, подробно опи-
санного в работе [6]. Облученные клетки и 
контрольный образец были окрашены 2%-м 
раствором орсеина в 45%-й уксусной кис-
лоте. Ядра клеток визуально изучали под 
микроскопом MICROmed XS-3330 при уве-
личении 1000. В каждом образце КГГ было 
определено для 30 случайно выбранных кле-
ток [6].

Оценку электроотрицательности ядер 
(ЭОЯ, %) проводили по методу, предложен-
ному в [15]. Клетки буккального эпителия 
помещали в камеру для микроэлектрофореза 
между двумя покровными стеклами. Камеру 
заполняли фосфатным буфером и помещали 
под микроскоп. Исследования выполняли 
при напряженности поля 10–12 В/см, элек-
трическом токе 0,2–0,4 мА и фиксированной 
частоте 0,1 Гц. На протяжении эксперимен-
та (на пиках напряженности) производили 
снимки образца. Ядра в клетках буккально-
го эпителия в данных условиях эксперимен-
та либо проявляли отрицательный заряд, 
либо не смещались в электрическом поле, 
т. е. не имели заряда. Показателем ЭОЯ слу-
жил процент клеточных ядер, смещающих-
ся в сторону анода, т. е. несущих отрицатель-
ный заряд. Для каждого образца проводили 
3 измерения ЭОЯ по 100 ядер в каждом, а 
затем рассчитывали его среднюю величину.

Вещества. Раствор доксорубицина (Do xo- 
rubi cin Teva, Нидерланды) при концентра-
ции 2 мг/мл (3,448·10–3 моль/л) получали 
путем растворения точной навески (10 мг) 
вещества в 5 мл буферного раствора. Затем 
0,058 мл этого раствора разбавили 0,942 мл 
фосфатного буферного раствора до концен-
трации 2·10–4 моль/л.
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Раствор бромистого этидия (Sigma, США) 
концентрацией 1·10–3 моль/л был получен 
растворением 1,97 мг навески вещества в 5 мл 
фосфатного буфера. Далее 0,4 мл исходного 
раствора разбавили 0,6 мл буфера до концен-
трации 4·10–4 моль/л.

Раствор профлавина (Sigma, США) кон-
центрацией 1·10–3 моль/л получили, ра-
створив 1,05 мг навески вещества в 5 мл 
фосфатного буфера. Затем 0,4 мл исходного 
раствора разбавляли 0,6 мл буфера до кон-
центрации 4·10–4 моль/л.

Водный раствор немодифицированно-
го С60-фуллерена был приготовлен соглас-
но методике [16, 17]. Насыщенный раствор 
С60-фуллерена (чистота 99,5%) в толуоле 
смешивали с таким же количеством дис-
тиллированной воды. На полученную двух-
фазную систему воздействовали ультразву-
ком до полного испарения толуола. Далее 
раствор фильтровали для удаления нера-
створенного С60-фуллерена. Таким образом 
получили стабильный коллоидный водный 
раствор С60-фуллерена при концентрации 
0,1 мг/мл (1,39·10–4 моль/л).

Раствор кофеина (Sigma, США) концентра-
цией 1·10–2 моль/л был получен путем раство-
рения 9,71 мг навески вещества в 5 мл буфера.

Метод определения токсичности БАС. 
К 0,5 мл клеточной суспензии добавляли 
0,5 мл раствора препаратов в фосфатном бу-
фере. В таблице представлена концентрация 
используемых растворов.

Клетки буккального эпителия человека 
инкубировали с растворами БАС в фосфатном 
буфере в течение 10 мин при комнатной темпе-
ратуре. Для каждого вещества были приготов-
лены 2 образца, один из которых подвергался 
облучению в процессе воздействия БАС.

Источник излучения. Клетки облучали 
ЭМИ на частоте беспроводной связи WiMAX 
3,7 ГГц. Беспроводная сеть WiMAX предо-
ставляет связь на больших расстояниях и в 

настоящее время активно развивается. Для 
генерирования ЭМИ с частотой 3,7 ГГц при-
меняли установку, схема и принцип дейст-
вия которой подробно описаны в работе [18]. 
Образец облучали в течение 10 мин в пробир-
ках Eppendorf (1,5 мл) при значении плотно-
сти потока мощности, равной 40 мкВт/см2. 
Ранее на клетках буккального эпителия было 
показано, что при этой мощности и времени 
экспозиции наблюдается статистически зна-
чимое увеличение КГГ относительно кон-
трольного необлученного образца [18].

Статистическая обработка данных. 
Расчеты средних значений и стандартных 
ошибок среднего производили в программе 
Microsoft Office Excel и SigmaPlot. Достовер-
ность различий между средними значени-
ями полученных показателей и контролем 
оценивали с помощью t-критерия Стьюдента. 

Результаты и обсуждение

Влияние ЭМИ миллиметрового диапа-
зона на хроматин и ядра клеток буккаль-
ного эпителия человека. Ранее в рамках 
изучения влияния ЭМИ с различными ха-
рактеристиками на клетки буккального 
эпителия человека был опубликован ряд 
исследований, результаты которых позволи-
ли выявить ответ клеток на ЭМИ [6, 18–23]. 
В частности, обнаружено, что микроволно-
вое излучение может вызывать переходы из 
эухроматина в гетерохроматин, т. е. приво-
дить к увеличению КГГ в ядрах клеток чело-
века [6, 18, 21–23]. Кроме того, установлено, 
что это явление связано с видом поляриза-
ции электромагнитной волны [6] и зависит 
от мощности [18] и времени экспозиции [19]. 
Выявлено также, что действие электричес-
кого поля на хроматин выражено сильнее, 
чем магнитного [20]. По результатам ис-
следований выдвинута гипотеза о том, что 
изменения структуры хроматина (процесс 
гетерохроматинизации) могут быть связаны 
с электростатическими индуцированными 
ЭМИ взаимодействиями между ДНК и про-
теинами в ядре. Следует также упомянуть об 
электрокинетических свойствах клеточных 
ядер, тесно связанных с процессами регуля-
ции активности клеток. Изменение ЭОЯ кле-
ток буккального эпителия человека под воз-
действием ЭМИ выявлено в работах [22–25]. 
Также было продемонстрировано, что слабое 
ЭМИ миллиметрового диапазона приводило 
к увеличению проницаемости мембран кле-
ток буккального эпителия для витальных 

Концентрация растворов 
биологически активных соединений

Препарат Концентрация, 
моль/л

Доксорубицин (DOX) 5·10–6

Бромистый этидий (EB) 1·10–5

Профлавин (PF) 1·10–5

С60-фуллерен 6,65·10–5

Кофеин (CAF) 4,75·10–3
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красителей индигокармина и три панового 
синего [23, 24, 26, 27]. Однако изменения 
проницаемости клеточных мембран выра-
жено менее интенсивно, чем КГГ, что может 
указывать на большую чувствительность хро-
матина к ЭМИ в миллиметровом диапазоне.

В работе в качестве предварительного 
этапа изучения комбинированного действия 
ЭМИ и БАС исследовано влияние ЭМИ на 
частоте 3,7 ГГц при 10-минутной экспози-
ции на грануляцию хроматина и изменение 
ЭОЯ клеток буккального эпителия человека. 
Результаты представлены на рис. 1. Из них 
следует, что для всех доноров при воздейст-
вии ЭМИ наблюдается значительное увели-
чение КГГ относительно контроля. При этом 
у донора А обнаружена наибольшая чувстви-
тельность к действию ЭМИ. В то же время для 
всех доноров при данных условиях облучения 
наблюдалось снижение величины ЭОЯ. Подо-
бная корреляция между электроотрицатель-
ностью клеточного ядра и состоянием хрома-
тина была установлена ранее [28] и указывает 
на единообразный характер проявления ме-
ханизма действия ЭМИ на функциональное 
состояние ядра. Выше было упомянуто, что и 
грануляция гетерохроматина, и уменьшение 
показателя ЭОЯ свидетельствуют об умень-
шении активности клеток. Следует отметить, 
что показатель ЭОЯ, согласно результатам 
данной работы, оказался менее чувствитель-
ным к воздействию ЭМИ, чем КГГ.

Таким образом, на клетках буккального 
эпителия человека наблюдается выражен-
ный эффект воздействия низкоинтенсивно-
го ЭМИ на хроматин и электрокинетические 
свойства клеточных ядер, хорошо согла-
сующийся с результатами предыдущих ис-
следований, описанных выше, и косвенно 
подтверждающий гипотезу, что клеточный 
хроматин и, в частности, ДНК могут играть 
роль первичных рецепторов ЭМИ миллиме-
трового диапазона.

Влияние БАС на хроматин и ядра клеток 
буккального эпителия человека. Результаты 
эксперимента по воздействию антибиотика 
DOX и мутагенов EB и PF на хроматин и ЭОЯ 
буккального эпителия человека представ-
лены на рис. 2. Эффект исследуемых БАС 
является подобным для всех доноров и ве-
ществ и проявляется в увеличении КГГ отно-
сительно контроля. Так же, как и для ЭМИ, 
наблюдается уменьшение показателя ЭОЯ, 
коррелирующее с КГГ, однако в некоторых 
случаях изменения ЭОЯ, согласно t-тесту, не 
являются статистически значимыми. Как и 
в предыдущем эксперименте с ЭМИ, показа-
тель ЭОЯ менее чувствителен, чем КГГ.

Для дополнительного подтверждения 
того факта, что исследуемые препараты 
DOX/EB/PF при введении в клеточную су-
спензию действуют непосредственно на уров-
не хроматина (т. е. интеркалируют в ДНК), 
а не косвенно, в частности воздействием на 
другие клеточные компоненты, был прове-
ден подобный эксперимент с С60-фуллере-
ном и CAF, которые не воздействуют на ДНК 
и in vitro оказывают на ДНК лишь косвенное 
влияние путем комплексообразования с дру-
гими БАС [29–32]. Результаты этого экспе-
римента представлены на рис. 3.

Для каждого донора, согласно t-тесту, 
не было выявлено статистически значимого 
изменения КГГ при добавлении в биосисте-
му С60-фуллерена и CAF. Изменения ЭОЯ, 
наблюдаемые у доноров В и С, также весьма 
незначительны по сравнению с изменением 
данного параметра под действием ДНК-ин-
теркаляторов. Таким образом, полученные 
данные косвенно указывают на отсутствие 
взаимодействия C60-фуллерена и CAF с хро-
матином и ядром клеток буккального эпи-
телия человека. Этот результат согласуется 
с распространенным мнением о нетоксично-
сти чистого C60-фуллерена и CAF по отноше-
нию к клеточным органеллам [33, 34]. При-
нимая во внимание изменения в структуре 
хроматина и электроотрицательности ядер 

Рис. 1. Изменение количества гранул 
гетерохроматина и электроотрицательности ядер 

в клетках буккального эпителия человека под 
воздействием электромагнитного излучения.

Здесь и далее приведены значения M ± m; 
* — Р < 0,05 по сравнению с контролем
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под воздействием DOX/EB/PF (рис. 2), мож-
но предположить, что исследуемые ДНК-ин-
теркаляторы при введении в клеточную су-
спензию действуют непосредственно на ДНК, 
при этом C60-фуллерен и CAF не ока зы вают 
на ДНК видимого прямого воздействия.

Полученные результаты соответствуют 
сведениям о ДНК-повреждающем действии 
используемых в данной работе ДНК-интер-
каляторов. В частности, известно, что DOX 

вызывает хромосомные аберрации в лейко-
цитах человека [35], в соматических и гер-
минальных клетках мышей [36], а также 
приводит к апоптозу посредством оксида-
тивного повреждения [37]. Под действием 
EB наблюдались конденсация хроматина в 
лимфоцитах человека [38] и положительная 
суперспирализация ДНК в клетках E. coli 
[12]. PF вызывает мутации по типу сдвига 
рамки в вирусах, бактериофагах и бактери-
ях, а также приводит к повреждению ДНК 
в клетках млекопитающих [39].

Действие ЭМИ миллиметрового диапа-
зона и исследуемых ароматических БАС, 
в соответствии с полученными результа-
тами, имеет однонаправленный характер, 
проявляющийся в увеличении числа гранул 
гетерохроматина и уменьшении электро-
отрицательности клеточных ядер; это дает 
основания предположить, что первичной 
мишенью указанных воздействий может 
быть ДНК, что согласуется с [1, 3–5, 7, 8, 
12]. При этом, в отличие от ЭМИ, механизм 
взаимодействия препаратов DOX, EB и PF с 
ДНК изучен достаточно полно [40].

Комбинированное влияние ЭМИ и БАС на 
хроматин и ядра клеток буккального эпите-
лия человека. На рис. 4 представлены резуль-
таты комбинированного влияния низкоин-

Рис. 3. Изменение количества гранул 
гетерохроматина и электроотрицательности 

ядер в клетках буккального эпителия человека 
под воздействием С60-фуллерена и CAF

Рис. 2. Изменение количества гранул гетерохроматина и электроотрицательности ядер в клетках 
буккального эпителия человека под воздействием ароматических БАС
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тенсивного ЭМИ миллиметрового диапазона 
и ароматических БАС, из которых следует од-
нотипное для всех доноров снижение КГГ при 
облучении в случае добавления препарата. За 
исключением реакции клеток донора А в ра-
створе с DOX, значения КГГ при совместном 
воздействии ЭМИ и БАС также значительно 
ниже показателей КГГ при воздействии пре-
паратов. В то же время изменение показате-
ля ЭОЯ в случае добавления DOX, EB или PF 
статистически значимо лишь для донора С, а 
также для донора А при добавлении EB.

Как отмечалось выше, действие ЭМИ и 
БАС на клетки буккального эпителия ха-
рактеризуется изменением хроматина и кле-
точных ядер в целом. Однако при совмест-
ном действии миллиметрового излучения и 
препаратов наблюдается синергетический 
эффект, т. е. снижение гранулирования хро-
матина и увеличение процента ЭОЯ. Подо-
бно исследуемым препаратам ЭМИ, очевид-
но, действует непосредственно на ДНК. При 
этом БАС и ЭМИ проявляют сходный эф-
фект на хроматин и ядра, следовательно, ме-
ханизмы их действия могут быть противопо-
ложными, т. е. либо ЭМИ защищает клетки 
от ДНК-повреждащего действия рассмотрен-
ных в данной работе БАС, либо ДНК-интер-

калаторы экранируют действие ЭМИ. Подо-
бное явление было описано группой ученых 
из Института микробиологии и вирусологии 
им. Д. К. Заболотного НАН Украины. Изу-
чение биологических эффектов излучения 
при действии стрессового фактора в виде 
фунгицидных антибиотиков на клетки раз-
личных культур дрожжей позволило авто-
рам выявить протекторный характер вли-
яния слабого ЭМИ, который проявляется в 
повышении устойчивости микроорганизмов 
к действию антибиотиков при предваритель-
ном облучении [41–43]. Подобная защитная 
роль слабого ЭМИ разных диапазонов частот 
уже упоминалась ранее в ряде работ [44, 45].

Таким образом, впервые на непролифери-
рующих клетках буккального эпителия че-
ловека обнаружен протекторный эффект при 
взаимодействии низкоинтенсивного ЭМИ мил-
лиметрового диапазона и ароматических БАС. 
Выявить молекулярный механизм наблюдаемо-
го эффекта пока не представляется возможным. 

Из приведенных на рис. 5 гистограмм 
следует, что С60-фуллерен и CAF оказыва-
ют протекторное действие, подобное тому, 
что наблюдалось для DOX, EB и PF, т. е. на-
блюдается восстановление КГГ при облуче-
нии клеток в присутствии данных веществ. 

Рис. 4. Изменение количества гранул гетерохроматина и электроотрицательности ядер в клетках 
буккального эпителия человека при комбинированном воздействии БАС и электромагнитного излучения.

Здесь и на рис. 5 * — P < 0,05 по сравнению с облученным образцом
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Таким образом, в данной работе на клет-
ках буккального эпителия человека с ис-
пользованием визуальной оценки грануля-
ции хроматина и электроотрицательности 
ядер был продемонстрирован синергетиче-
ский эффект частичного восстановления 
функциональной активности клеток при 
комбинированном воздействии низкоинтен-

сив ного ЭМИ миллиметрового диапазона и 
ароматических ДНК-интеркаляторов (DOX, 
EB и PF), а также протекторный эффект С60-
фуллерена и CAF по отношению к действию 
ЭМИ. Полученные результаты указывают на 
перспективу использования С60-фуллерена 
и CAF в качестве биопрепаратов-протекто-
ров ДНК-повреждащего воздействия ЭМИ.

Рис. 5. Изменение количества гранул гетерохроматина и электроотрицательности ядер в клетках буккального 
эпителия человека при комбинированном воздействии С60-фуллерена/CAF и электромагнитного излучения
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КОМБІНОВАНА ДІЯ ЕЛЕКТРО МАГ НІТ НО ГО 
ВИПРОМІНЮВАННЯ, ДНК-ІНТЕРКАЛЯ ТО-
РІВ, С60-ФУЛЕРЕНУ ТА КОФЕЇНУ НА КЛІТИНИ 

БУКАЛЬНОГО ЕПІТЕЛІЮ ЛЮДИНИ
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За останнє десятиліття значно зросла кіль-
кість фізичних і хімічних біологічно активних 
ушкоджувальних факторів. 

Шляхи нейтралізації їхньої дії дослідже-
но недостатньо. У роботі використано методи 
візуальної оцінки грануляції хроматину та 
електронегативності ядер клітин букального 
епітелію людини з метою вивчення комбіно-
ваного впливу низькоінтенсивного електро-
магнітного випромінювання міліметрового 
діапазону і ДНК-інтеркаляторів: антибіотика 
доксорубіцину, мутагенів бромистого етидію 
і профлавіну, а також кофеїну і C60-фулерену, 
які безпосередньо не взаємодіють з ДНК. За дії 
електромагнітного випромінювання з дослі-
джуваними ДНК-зв’язувальними речовинами 
виявлено синергетичний ефект, який полягає 
у зменшенні клітинної відповіді, зумовленої 
електромагнітним випромінюванням і пре-
паратами. За опромінення клітин у присут ності 
С60-фулерену або кофеїну спостеріга ли протектор-
ний ефект цих речовин стосовно електромаг-
нітного випромінювання. Одержані результати 
можуть слугувати основою для використання 
С60-фулерену і кофеїну як ДНК-протекторів за 
дії електромагнітного випромінювання.

Ключові слова: ДНК-інтеркалятори, С60-
фулерен, електромагнітне випромінювання, 
букальний епітелій людини. 

COMBINED EFFECT OF ELECTROMAGNETIC 
RADIATION, DNA-INTERCALATORS, C60-
FULLERENE AND CAFFEINE ON HUMAN 

BUCCAL EPITHELIUM CELLS

G. B. Skamrova1
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Now the number of physical and chemical 
biologically active damage factors dramatically 
increased. The ways to neutralize such effects 
have not been studied enough. In this work the 
techniques of visual assessment of chromatin 
granulation and electronegativity of human 
buccal epithelium cell nuclei were used in order 
to study the combined effects of the exposure to 
low-intensity electromagnetic radiation of the 
millimeter range electromagnetic radiation and 
DNA-binding compounds, such as antibiotic 
doxorubicin, mutagens ethidium bromide and 
proflavine, as well as caffeine and C60-fullerene 
which are not directly interact with DNA. When 
the action of electromagnetic radiation and DNA-
binding compounds is combined, a synergistic 
effect of reducing the cell response was observed in 
contrast to the effects caused by electromagnetic 
radiation and drugs separately. When cells were 
irradiated in the presence of C60-fullerene or 
caffeine, a protective effect of compounds against 
electromagnetic radiation influence was observed. 
The obtained results enable to provide perspectives 
for C60 fullerene and caffeine using as DNA-
protectors under electromagnetic radiation.

Key words: DNA-intercalators, C60-fullerene, 
elect ro mag netic radiation, human buccal epithelium.
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 Toxic impacts of heavy metals in the 
environment have led to intensive research on 
various methods of toxic metal bioremediation, 
and the central thrust of bioremediation 
depends on microbiology [1–3].

The ability of such microorganisms as 
fungi to survive and flourish in metal-rich 
environments, coupled with their capacity 
to transform a huge variety of metal species, 
makes them ideal candidates for both 
bioleaching and bioremedial systems. These 
metal–resistant characteristics depend upon 
their intra- and extracellular detoxification 
strategies, which can be manipulated to ensure 
either the solubilisation or sequestration of 
a specific element. Intracellular resistance 

depends on the immobilization of the metal 
to prevent damage to essential cellular 
machinery. This is achieved by the action 
of metal-binding proteins, or sequestration 
of the metal in the fungal vacuole [2, 4–6]. 
Extracellular responses meanwhile, depend 
upon the action of protons or organic acids that 
are excreted into the surrounding medium, 
or bound in the extracellular polysaccharide 
matrix [4, 7–9].

Determination of metal speciation in such 
biological systems has been a challenging 
problem because of the amorphous state 
or poor crystallinity of metal complexes 
within biomass and relatively low metal 
concentrations. There were a few studies for 
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The aim of work was to elucidate the mechanisms of bioaccumulation of copper leached from minerals 
by fungus Aspergillus niger with great bioremedial potential due to its ability to produce chelating meta-
bolites and transform toxic metals and minerals. The special attention was paid to the chemical speciation 
of copper bioaccumulated within fungal colony in the process of fungal transformation of copper-con-
taining minerals.

 Chemical speciation of copper within different parts of the fungal colony was studied using solid-
state chemistry methods such as synchrotron-based X-ray absorption spectroscopy providing informa-
tion about the oxidation state of the target element, and its coordination environment. The analysis of 
the obtained X-ray absorption spectroscopy spectra was carried out using Fourier transforms of Extended 
X-ray Absorption Fine Structure regions, which correspond to the oscillating part of the spectrum to the 
right of the absorption edge. 

Results of this study showed that fungus A. niger was involved in the process of solubilization of 
copper-containing minerals resulted in leaching of mobile copper and its further immobilization by fun-
gal biomass with variable coordination of accumulated copper within fungal colony which depended on 
the age and physiological/reproductive state of fungal mycelium. X-ray absorption spectroscopy data 
demonstrated that copper accumulated within outer zone of fungal colony with immature vegetative 
mycelium was coordinated with sulphur–containing ligands, in contrast to copper coordination with 
phosphate ligands within mature mycelium with profuse conidia in the central zone of the colony. 

The findings of this study not only broaden our understanding of the biogeochemical role of fungi but 
can also be used in the development of various fungal-based biometallurgy technologies such as bioreme-
diation, bioaccumulation and bioleaching and in the assessment of their reliability. 

The main conclusion is that coordination environment of copper bioaccumulated within fungal biomass 
via the process of transformation of copper minerals is heterogeneous varying from sulphydryl to phosphate.
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fungal biomass that mainly clarify the nature 
of metal adsorption sites on cell walls [10–
13]. However, synchrotron–based element–
specific X-ray absorption spectroscopy 
(XAS) provides a means for studying element 
complexation in environmental samples 
varying from biological to mineralogical in 
nature [11–16]. XAS is an element specific 
technique which gives information about the 
oxidation state of the target element, and 
its coordination environment, including the 
number and identity of neighbouring atoms 
[17]. It allows studies involving fast data 
collection, small samples, low concentrations, 
both crystalline and amorphous solids and 
even solutions. XAS is also a non-destructive, 
non-invasive method that could probe metal 
transformations at the mineral-microbe 
interface transformations directly studying 
samples in their natural, often hydrated, 
states which makes it an ideal approach for 
investigating metal transformations at the 
mineral-microbe interface in biogeochemical 
systems [16, 17].

This work was focused on XAS-studies 
of the chemical speciation of copper 
bioaccumulated within fungal colony in the 
process of fungal transformation of copper-
containing minerals.

Materials and methods

The fungal strain Aspergillus niger van 
Tieghem (ATCC 201373) from the collection of 
microorganisms of the Division of Molecular 
Microbiology, College of Life Sciences, Uni-
ver sity of Dundee, UK was used in this study. 

A. niger was exposed to model copper-
containing minerals azurite and malachite in 
the Petri-dish microcosms previously designed 
for studies of fungal ability for mineral 
transformations [18, 19].

Azurite [Cu3(CO3)2(OH)2] and malachite 
[Cu2(CO3)(OH)2] were crushed and ground 
using a mortar and pestle and sieved to ensure 
a final grain size of less than 400 μm. The 
resulting powder was sterilized by rinsing 
with deionised water for at least 8 h with 
intermittent agitation on an orbit shaker. The 
samples were then immersed in 70% ethanol 
for at least 24 h, after which the solution was 
decanted and the samples left to dry in a sterile 
flow hood. Once dry, they were oven-sterilized 
at 80 C for at least 24 h.

Malt extract agar (MEA, Oxoid, UK) was 
prepared with malachite or azurite by adding 

sterilized portions of the relevant mineral 
to create a concentration of 10 mM in the 
final plates. Dialysis membrane was used to 
cover the agar and separate the fungus from 
the medium, but allow the colony easy access 
to nutrients. Inocula consisted of one 7 mm 
diameter core cut from a colony of A. niger 
grown overnight on MEA medium. Plates were 
sealed with parafilm and incubated at 25 C for 
the duration of the experiments.

Fungal biomass was harvested after 7 days 
of growth. Different parts of fungal colony 
were cut out with sterile razor blade. 

Freshly harvested biomass was enclosed 
into cellotape and quenched in liquid nitrogen, 
was used for further X-ray absorption 
spectrometry. 

X-ray absorption spectra at the Cu 
K-edges were collected on Station 7.1 at the 
CCLRC Daresbury SRS operating at 2 GeV 
with an average current of 140 mA, using 
a vertically collimating plane mirror and a 
sagitally bent focusing Si(111) double crystal 
monochromator detuned to 80% transmission 
to minimize harmonic contamination. Sample 
data were collected with the station operating 
in fluorescence mode using a 9-element solid 
state Ge diode detector with high count-rate 
XPRESS processing electronics; spectra 
of model compounds were collected in the 
transmission mode. The monochromator was 
calibrated using a 5 mm Cu foil. Experiments 
were performed using a liquid nitrogen 
cooled cryostat. Single scans were collected 
for the model compounds, and 3–4 scans 
were collected and summed for each sample. 
Model compounds used were Cu-acetate, Cu-
gluconate, Cu-malate, Cu-oxalate, Cu3(PO4)2 
and Cu2O. 

Extended X-ray Absorption Fine Structure 
(EXAFS) regions of the obtained XAS spectra, 
which corresponded to the oscillating part of 
the spectrum to the right of the absorption edge, 
were used in spectra analysis. Background-
subtracted EXAFS spectra were analyzed in 
EXCURV98 using full curved wave theory [20, 
21]. Phaseshifts were derived in the program 
from ab initio calculations using Hedin–
Lundqvist potentials and von Barth ground 
states [22]. Fourier transforms of the EXAFS 
spectra were used to obtain an approximate 
radial distribution function around the central 
copper atom (the absorber atom); the peaks 
of the Fourier transform can be related to 
«shells» of surrounding back scattering atoms 
characterized by atom type, number of atoms 



Experimental  articles

65

in the shell, the absorber-scatterer distance, 
and the Debye-Waller factor, 22 (a measure of 
both the thermal motion between the absorber 
and scatterer and of the static disorder or range 
of absorber-scatterer distances). The data were 
fitted for each sample by defining a theoretical 
model and comparing the calculated EXAFS 
spectrum with the experimental data. Shells 
of backscatterers were added around the 
copper and by refining an energy correction 
Ef (the Fermi energy), the absorber-scatterer 
distance, and Debye-Waller factor for each 
shell, a least squares residual (the R-factor 
[22, 23] was minimized). Where appropriate, 
multiple scattering effects were included in 
the fits [24].

Results and Discussion

Copper is a trace element essential to 
life, yet, at high doses it can be toxic. Copper 
makes a significant contribution to global 
pollution [25]. The origin of copper pollution 
is very diverse. In addition to natural origins, 
mainly from rock weathering and atmospheric 
deposition, its wide human use in many fields 
(transportation, manufacturing, currency, 
construction and agriculture as fungicide 
and herbicide) generates releases into the 
environment. 

Both processes of metal mobilization 
(e.g., in situ soil washing, extraction and 
filtration techniques) and immobilization 
(e.g., in situ stabilization techniques) may be 
applied to remediate contaminated matrices 
[2, 29]. Many fungi can be highly efficient 
biogeochemical agents with capability for both 
metal mobilization and immobilization [4]. 

Fungi are able to solubilize minerals and 
weather rocks in the course of «heterotrophic 
leaching» as a result of protonation (acidolysis), 
chelation (complexolysis) and metal accumu la tion 
by the biomass [7, 30]. Fungal and plant cell walls 
can act as a cation exchanger due to their negative 
charge originating from functional groups, e.g. 
carboxylic, phosphate, amine or sulfhydryl, in 
different wall components (hemicelluloses, pectin, 
lignin, chitin, etc.) [4, 11, 13]. Mechanisms for 
metal immobilization within plant and fungal 
biomass also include intracellular uptake with 
complexation to ligands such as S-containing 
peptides (metallothioneins, phytochelatins), 
carboxylic acids (citrate, malate, oxalate), and 
phenolic acids [4, 6, 8, 12, 14, 15, 31].

A ubiquitous fungus Aspergillus niger is one 
of the most efficient transformers of minerals 

due, first of all, to its ability to over-excrete 
citric, oxalic and other low molecular weight 
carboxylic acids [32]. Various strains of A. 
niger are used in the industrial preparation of 
citric acid (E 330). The ability of this fungus to 
produce chelating metabolites, combined with 
its resilience to challenging environment and 
its uncomplicated and inexpensive nutritional 
requirements, makes it ideal candidate for 
bioremedial treatment. Both its solubilizing 
and metal–immobilization characteristics can 
be exploited to improve the condition of solid 
waste, contaminated soil and polluted water. 
A. niger has been previously shown to solubilize 
various copper–containing minerals [32].

In order to elucidate the mechanisms 
of bioaccumulation of copper leached from 
minerals by A. niger, we used synchrotron-based 
element-specific X-ray absorption spectroscopy 
technique which gives information about the 
oxidation state of the target element, and 
its coordination environment, including the 
number and identity of neighbouring atoms 
[17]. XAS allows studies involving fast data 
collection, small samples, low concentrations, 
both crystalline and amorphous solids and 
even solutions.

In the experiments with A. niger, grown on 
malt extract agar medium containing azurite 
or malachite, coordination of bioaccumulated 
copper by sulphur-containing ligands was 
found for samples with new vegetative 
mycelium taken from the outer zone of the 
fungal colony (Table; Fig. 1, A, C). A typical 
example of the best fit to the inner coordination 
sphere was with 3 sulphurs at 2.26 Å which 
was significantly improved by the addition of 
2 copper scatterers at 2.68 Å clearly indicating 
the formation of a copper sulphide phase.

In contrast, on both azurite- and malachite-
containing media the samples from the 
central part of A. niger colonies with mature 
aging mycelium and abundant dark-coloured 
conidiophores with conidia demonstrated 
phosphate coordination of copper (Table; 
Fig. 1, A, D).

Thus, the age and therefore the physio-
lo gical and reproductive state of fungal 
mycelium was found to play a crucial role in 
the formation of coordination environment of 
metal within the biomass.

The observed variation in coordination 
complexes of copper in A. niger demonstrates 
that the relative significance of copper 
resistance mechanisms may vary with the age 
of the colony. We suggest that the sulphydryl 
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coordination of copper in the immature outer 
mycelia originates from the association of 
copper with metallothioneins. These are small 
cysteine-rich proteins which are often produced 
in response to heavy metals introduction and 
are thought to play an important role in their 
homeostasis and sequestration [33, 34]. The 
metallothioneins were first reported in the 
equine kidney and named because of their 
extremely high content of sulphur — 4.1% 
(DW) and cadmium — 2.9% (DW) [35]. These 
metal–binding proteins have since been found 
throughout the animal, plant and fungal 
kingdoms [6]. Metallothioneins have been 
shown to be particularly important for copper 
homeostasis in yeast [36], while more recently 
the presence of copper has been shown to be the 
controlling factor in metallothionein synthesis 
in Neurospora crassa [34].

There is no current evidence that metallo-
thio neins are found in the extracellular 
environ ment so it seems likely that the majo-
rity of copper chelation in the young parts 
of the colony occurs intracellularly. This 
suggests that the external components of the 
copper resistance pathway may not be fully 
developed in immature areas of the fungal 
colony. Proteins are not ideal for long-term 
sequestration of copper, as they must be 
constantly replaced, so efflux or incorporation 
of the toxic metals into insoluble forms is 
essential. We propose that it is this shift to a 
more permanent mode of storage that causes 
the copper coordination by phosphate ligands 
in the mature parts of the colony. The activity 
of acid phosphatases, which have been linked 
to heavy metal resistance in fungi, increases 
with increased copper concentration and varies 
with colony age [37, 38]. These enzymes could 
mediate the transferal of the polypeptide-
bound copper to a more stable form such as 
polyphosphates. 

It has been reported that the different 
groups of microorganisms accumulate in-
organic phosphates intracellularly. Confocal 
laser scanning microscopy studies revealed 
single and aggregated cigar-shaped poly-
phosphate granules present in both vacuoles and 
cytoplasm of yeast Saccharomyces cerevisiae 
as well as in fungal hyphae and macroconidia 
of Fusarium solani [39]. Polyphosphates are 
used by ectomycorrhizal fungi to immobilize 
metals within their vacuoles [40] which would 
provide the long-term metal storage and 
protection from the toxic effects.

Cu K-edge EXAFS parameters for copper com-
pounds observed in the biomass 

of A. niger colonies grown on MEA containing 
10 mM azurite or malachite

Sample Scat terers r/Å 22/Å2 Resi-
dual

Fungal colony grown on azurite medium

Outer 
zone

3 x S
2 x Cu

2.23
2.60

0.033
0.040 33.6

Inner 
zone

4 x O
2 x O
2 x P

2 x Cu

1.95
2.53
2.89
3.70

0.022
0.022
0.018
0.018

34.4

Fungal colony grown on malachite medium

Outer 3 x S
2 x Cu

2.26
2.68

0.017
0.028 37.5

Inner 
zone

4 x O
2 x O
2 x P

1.94
2.48
3.00

0.032
0.022
0.046

31.9

Notions. Table shows the values obtained from the 
EXAFS analysis of copper in the biomass of A. niger 
where r is the copper-scatterer distance in Angstroms 
(±0.02 Å inner shells, ±0.05 Å outer shells), 22 is the 
Debye–Waller type factor (±15% inner shells, ±30% 
outer shells), which is a measure of both the thermal 
motion between the absorber and scatterer and of the 
static disorder or range of absorber–scatterer distances. 
The residual is a least squares residual from fitting the 
spectrum of the model to the experimental data.

Fig. 1. Copper coordination in A. niger grown 
on MEA with 10 mM malachite:

(A) XAS spectra displayed entirely different charac-
teristics for (B) outer non-sporulating (red arrow) 
and inner sporulating (blue arrow) areas of the fun-
gal colony. EXAFS analysis suggested that (C) cop-
per in the outer zone of the colony was present as 
copper sulphide, while (D) copper in the inner region 
of the colony was coordinated by phosphate ligands

A

DC

B
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Thus, these findings can be summarized 
in the diagram illustrating the overall 
transformation of copper–containing minerals 
by A. niger where the process of mineral 
solubilization through heterotrophic leaching 
of copper from minerals mediated by fungus 
is followed by the process of immobilization of 
mobile copper species within fungal biomass via 
bioaccumulation and copper speciation which 
varies depending on the age and reproductive 
state of fungal mycelium (Fig. 2).

The results of this study demonstrated 
heterogeneity of the toxic metal speciation 
within microbial biomass and should be taken 
into account in the development of the effective 
technologies of fungal-based remediation 
techniques.
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for the opportunity to perform this work and 
scientific supervision, Dr. Andrew Bowen for 
helpful discussions and practical assistance, 
and Dr. John Charnock for his valuable help 
with EXAFS spectra analysis.

Fig. 2. Simplified diagram of the transformation of 
copper–containing minerals by fungus A. niger:

1 —  mineral solubilization via the processes of 
he terotrophic leaching including ligand- and 
proton-promoted mechanisms. It results in the 
release of the mobile copper;

2 —  mobile copper is bioaccumulated by immature 
mycelium in the outer part of the fungal colony 
resulting in the sulphur coordination of copper;

3 —  copper bioaccumulation by mature mycelium 
with abundant conidia results in the copper 
coordination by phosphate ligands
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СОЕДИНЕНИЙ МЕДИ, АККУМУЛИРОВАННЫХ 
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МЕДЬСОДЕРЖАЩИХ МИНЕРАЛОВ
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Целью работы было выяснение механиз-
мов биоаккумуляции меди, выщелоченной из 
минералов грибом Aspergillus niger, обладаю-
щим высоким потенциалом для использования 
в био ремедиации благодаря способности выде-
лять хелатирующие метаболиты и трансформи-
ровать токсичные металлы и минералы. Особое 
внимание уделяли химическому связыванию 
меди, биоаккумулированной грибной колонией 
в процессе транс формации медьсодержащих 
минералов. 

Химическое связывание меди в различных 
частях грибной колонии изучали с применением 
методов твердофазной химии, в частности син-
хротронной рентгеноабсорбционной спектроско-
пии для получения информации о валентности 
исследуемого элемента и его координационном 
окружении. Анализ полученных спектров про-
водили с использованием преобразований Фурье 
для данных области спектроскопии протяжен-
ной тонкой структуры рентгеновского поглоще-
ния, которая соответствует осциллирующей ча-
сти спектра вправо от края поглощения. 

Результаты свидетельствуют о том, что гриб 
A. niger участвовал в процессах растворения 
медьсодержащих минералов, приводивших к 
выщелачиванию подвижной меди и ее после-
дующей иммобилизации грибной биомассой с 
вариабельной координацией меди, аккумули-
рованной грибной колонией, которая зависела 
от возраста, физиологического и репродуктив-
ного состояния грибного мицелия. Эти данные 
продемонстрировали, что медь, аккумулиро-
ванная незрелым вегетативным мицелием во 
внешней зоне грибной колонии, была коорди-
нирована серосодержащими лигандами, в отли-
чие от координирования меди фосфатными ли-
гандами внутри зрелого конидиеобразующего 
мицелия в центральной зоне колонии. 

Полученные результаты не только расширяют 
наши представления о биогеохимической роли гри-
бов, но и могут использоваться в разработках гриб-
ных биометаллургических технологий, в частности 
биоремедиации, биоаккумуляции и биовыщелачи-
вании, и определении их надежности. Координа-
ционное окружение меди, биоаккумулированной 
грибной биомассой в процессе трансформации ми-
нералов меди, является гетерогенным, изменяясь 
от сульфгидрильного до фосфатного.

Ключевые слова: биоремедиация, биоаккуму-
ляция металлов, трансформация минералов, 
рентгеноабсорбционная спектроскопия.
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В ГРИБНИХ КОЛОНІЯХ ЗА ПРИСУТНОСТІ 
МІДЬВМІСНИХ МІНЕРАЛІВ

М. О. Фоміна 

Інститут мікробіології і вірусології 
НАН України, Київ

E-mail: M.Fomina@ukr.net

Метою роботи було з’ясувати механізми 
біоакумуляції міді, вилуженої з мінералів гри-
бом Aspergillus niger, який має високий потен-
ціал для використання у біоремедіації завдяки 
здатності виділяти хелатувальні метаболіти і 
трансформувати токсичні метали та мінерали. 
Особливу увагу приділено хімічному зв’язу-
ванню міді, що була біоакумульована грибною 
колонією в процесі трансформації мідьвмісних 
мінералів. 

Хімічне зв’язування міді в різних місцях 
грибної колонії вивчали із застосуванням ме-
тодів твердофазної хімії, зокрема синхротрон-
ної рентгеноабсорбційної спектроскопії для 
одержання інформації про валентність дослі-
джуваного елемента та його координаційне 
середовище. Аналіз отриманих спектрів про-
водили, використовуючи трансформації Фур’є 
для даних ділянки спектроскопії протяжної 
тонкої структури рентгенівського поглинання, 
що відповідає осцилювальній частині спектра 
вправо від краю поглинання. 

Результати свідчать про те, що гриб A. niger 
брав участь у процесах розчинення мідьвміс-
них мінералів, що спричинювало вилуження 
рухливої міді та її подальшу іммобілізацію 
грибною біомасою з варіабельною координа-
цією міді, акумульованою грибною колонією, 
яка залежала від віку та фізіологічного й ре-
продуктивного стану грибного міцелію. Ці дані 
продемонстрували, що акумульована незрілим 
вегетативним міцелієм у зовнішній зоні гриб-
ної колонії мідь була координована сірковміс-
ними лігандами, на відміну від координації 
міді фосфатними лігандами всередині зрілого 
конідієпродукувального міцелію в централь-
ній зоні колонії. 

Одержані дані не тільки розширюють уяв-
лення про біогеохімічну роль грибів, але й 
можуть бути використані під час розроблення 
грибних біометалургійних технологій, зокре-
ма біоочищення, біоакумуляції й біовилужен-
ня, та визначенні їхньої надійності. Коорди-
наційне середовище міді, біоакумульованої 
грибною біомасою в процесі трансформації мі-
нералів міді, є гетерогенним, змінюючись від 
сульфгідрильного до фосфатного.

Ключові слова: біоремедіація, біоакумуляція 
металів, трансформація мінералів, рентгено-
аб сорбційна спектроскопія.
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Полимерные продукты на основе поли-
диметилсилоксанов широко применяются в 
медицине в качестве гидрофобных адсорбен-
тов, обладающих высокими адсорбционны-
ми свойствами к протеиновым молекулам. 
Эти материалы биологически инертны и 
пригодны для применения в широком диапа-
зоне температур, а также в агрессивных сре-
дах [1–3]. В последние годы полидиметил-
силоксаны (силиконы) активно используют 
и в качестве биологически инертного, гидро-
фобного, нетоксичного материала для им-
плантации, в том числе и в витреоретиналь-
ной хирургии при исправлении дефектов, 
связанных с отслоением сетчатки и другими 
серьезными заболеваниями [4, 5]. В процес-

се эксплуатации такие импланты контакти-
руют с тканями организма и биологически-
ми жидкостями, содержащими кроме воды 
растворенные полисахариды (гиалуроновая 
кислота) и протеины (альбумин, коллаген). 
При этом возможно взаимопроникновение 
водной и органической фаз с образованием 
эмульсионных систем типа «вода–масло» 
или «масло–вода». Эмульгированию могут 
способствовать непроизвольные движения 
мышц, в частности мышц глаза, частота 
сокращений которых в период короткого 
сна может достигать нескольких Гц. Меха-
нические и оптические свойства имплан-
тов, содержащих микро- и нанокапли воды, 
могут существенно отличаться от свойств 
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C целью создания биологически инертных материалов, пригодных для применения в широком 
диапазоне температур, а также в агрессивных средах методами оптической микроскопии и ЯМР-
криометрии изучено эмульгирование водных растворов сывороточного альбумина человека и 
гиалуроновой кислоты в полидиметилсилоксане ПДМС-1000. Показано, что сывороточный 
альбумин человека, в отличие от гиалуроновой кислоты, может формировать в силиконовой матрице 
стойкие эмульсии, размер капель в которых изменяется от 100 до 10000 нм. Присутствие дисперсной 
фазы (сывороточный альбумин человека или гиалуроновая кислота) существенно повышает 
температуру таяния полидиметилсилоксана, что, вероятно, обусловлено упорядоченным влиянием 
микро- и нанокапель биополимеров на локализованные между ними кристаллы поли ди-
метилсилоксана.

В случае диспергирования раствора гиалуроновой кислоты в жидком силиконе наблюдаются 
только микрокапли водной фазы, а наноразмерные капли либо не образуются, либо присутствуют 
в количестве, недостаточном для регистрации методом ЯМР-криометрии.

Установлена возможность существенного влияния эмульгированного раствора сывороточного 
альбумина человека на температуру размораживания ПДМС-1000, что отражается на его оптических 
параметрах. Этот эффект регистрируется как в области низких температур, так и температуры, 
близкой к температуре человеческого тела, что может влиять на состояние силикона при исполь-
зовании его в качестве импланта.
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исходного полимера, что может повлечь 
за собой послеоперационные осложнения, 
а это, в некоторых случаях, приводит к необ-
ходимости повторных операций. 

 Если размер капель дисперсной фазы 
в эмульсии измеряется микронами, их 
можно регистрировать с помощью оптиче-
ской микроскопии, которая, в сочетании с 
компьютерной регистрацией оптического 
сигнала, позволяет получать увеличение 
больше тысячекратного. Для капель мень-
шего размера может быть использована 
ЯМР-криоскопия [6–12], основанная на 
изменении температуры фазового перехода 
«вода–лед» в зависимости от размера капель 
дисперсной (водной) фазы. В большинстве 
случаев этот метод используется для опре-
деления распределения по размерам пор или 
капель с радиусом 20–1 000 Å [6–11], что 
отвечает понижению температуры замерза-
ния воды на 1–30 градусов. Однако незамер-
зающая вода в спектрах 1Н ЯМР может быть 
зарегистрирована и при более низких темпе-
ратурах [12–14]. Учитывая, что избыточная 
энергия кластеров воды, содержащих 100 
и более молекул, как и для капель больше-
го размера, сосредоточена на их внешней 
границе, диапазон измерения радиусов пор 
(или нанокапель воды) может быть расши-
рен вплоть до десятых долей нанометра. 
Измерения, выполненные на нанопористых 
кремнеземных и углеродных адсорбентах 
[12–14], показали удовлетворительное со-
гласование данных, полученных метода-
ми низкотемпературной адсорбции азота и 
ЯМР-криометрии в диапазоне 0,2–100 нм.

 Целью работы было изучение эмульгиро-
вания растворов сывороточного альбумина 
человека (САЧ) и гиалуроновой кислоты (ГК) 
в полидиметилсилоксане ПДМС-1000. В каче-
стве методов исследования использовали опти-
ческую микроскопию и ЯМР-криометрию; 
первый метод позволяет надежно регистриро-
вать формирование эмульсий с размерами ка-
пель 0,1–10 мкм, а второй — 1–100 нм.

Материалы и методы

Исходными материалами служили 
ПДМС-1000 (Кремнийполимер, Украина) 
и Oxane 1000 (Bausch+Lomb, Великобрита-
ния), которые спектрально не различимы; 
водные растворы САЧ (10%-й раствор для 
инъекций); 1,5%-й водный раствор ГК, при-
готовленный из лиофилизированной ГК (Ки-
тай) путем растворения ее точной навески 

в дистиллированной воде. Эмульгирование 
проводили в стеклянных бюксах объемом 
10 мл, куда помещали навеску водного ра-
створа САЧ (ГК) и 1 мл ПДМС. Полученную 
смесь подвергали ультразвуковой обработке 
(5–7 мин, 293 К). Перед спектральными и 
микроскопическими измерениями эмуль-
сии выдерживали 2 сут при комнатной тем-
пературе. Эмульсии, содержащие САЧ, оста-
вались стабильными, если их концентрация 
(ССАЧ) не превышала 2% мас, а ГК — при СГК 
< 2% мас. При больших количествах водной 
фракции наблюдалось расслоение эмульсий 
на водную и водно-органическую фазы. При 
этом в нижней части сосуда появлялся слой, 
обогащенный водой, более тяжелый, чем 
жидкий силикон. В случае ГК объем водной 
фракции был небольшим — меньше объе-
ма добавляемого водного раствора ГК. При 
расслоении эмульсий САЧ (ССАЧ > 2% мас) 
объем водной фазы существенно увеличи-
вался и превосходил объем добавляемого 
раствора протеина, что свидетельствовало 
о формировании в нижней части сосуда 
эмульсии силикона в водном растворе САЧ.

 Микрофотографирование эмульсий про-
водили с помощью микроскопа Primi Star 
(Carl Zeiss, Германия) при увеличении х1000 
с использованием иммерсии. 

Спектры ЯМР получали на ЯМР-спек-
трометре высокого разрешения (Varian 
Mercury, США) с рабочей частотой 400 МГц. 
Использовали 90-зондирующий импульс 
длительностью 3 мкс. Температура в датчи-
ке регулировалась термоприставкой Bruker 
VT-1000 с точностью ±1 град. Интенсивность 
сигналов определяли, измеряя площадь пи-
ков в предположении гауссовской формы 
сигнала и оптимизации его нулевой линии 
и фазы с точностью, которая для хорошо 
разрешенных сигналов была не ниже 5%. 
Для предотвращения переохлаждения воды 
и силикона в исследуемых объектах концен-
трацию незамерзающей воды (Cuw) и ПДМС 
(CПДМС) измеряли при нагревании образцов, 
предварительно охлажденных до темпера-
туры 200 К. Время установки температуры в 
каждой точке составляло 5 мин, после чего 
образец выдерживали 10 мин при постоян-
ной температуре. Методика ЯМР-измерений 
и определения термодинамических характе-
ристик и радиуса кластеров межфазной воды 
подробно описана в [11–14]. Замерзшая вода 
(лед) и ПДМС (в виде ван-дер-ваальсовых 
молекулярных кристаллов) не наблюдаются 
в спектрах из-за значительного (на 2–4 по-
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рядка) уменьшения времени поперечной ре-
лаксации твердых тел по сравнению с жид-
костью [15].

Для определения геометрических разме-
ров нанокапель воды использовали уравне-
ние Гиббса–Томсона, связывающее радиус 
капель (R) со снижением температуры за-
мерзания воды в них:

RH
T
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mmm 




 


,
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2
)( ,      (1)

где Tm(R) — температура плавления льда, 
локализованного в порах радиуса R; Tm, — 
температура плавления объемного льда; 
ρ — плотность твердой фазы; σsl — энергия 
взаимодействия твердого тела (макромоле-
кулы, лед) с жидкостью; Hf — объемная 
энтальпия плавления. Это уравнение может 
быть использовано для вычисления рас-
пределения нанокапель (кластеров) воды 
по размерам на основе температурной за-
висимости величины Cuw, полученной ме-
тодом 1H ЯМР-спектроскопии с послойным 
вымораживанием воды, когда применение 
других методов анализа структурных харак-
теристик нанокапель воды затруднительно 
[12, 13]. Для практического использования 
уравнение (1) можно представить в виде 
Tm = k/R, в котором константа k для поли-
мерных систем, содержащих воду, близка 
к 50 К·нм, что для пористых тел подтверж-
дается сопоставлением распределений, по-
лученных методом ЯМР-криометрии и низ-
котемпературной адсорбции азота [12, 13]. 
Следует отметить, что точность определения 
радиусов капель методом ЯМР-криометрии 
зависит от точности определения темпера-
туры, которая в большинстве ЯМР-экспери-
ментов не превышает ±1 град. Тогда верх-
ним пределом измерения радиуса капель 
является R = 200 нм. 

Параллельно проводили измерения с ис-
поль  зованием оптической микроскопии, что 
позволяет определить радиус капель в дис-
персионной среде, размер которых состав-
ляет от долей нм до 10 мкм.

Результаты и обсуждение

 Микрофотографии эмульсий водного 
раствора САЧ в силиконе при различных 
концентрациях водной фазы в диапазоне 
1–8% мас приведены на рис. 1. На фотогра-
фиях регистрируются микрокапли водной 
фазы, диаметр большинства из которых на-

ходится в диапазоне 1–3 мкм. С ростом кон-
центрации эмульсии количество капель в 
зоне видимости возрастает, причем преиму-
щественно за счет роста числа капель с диа-
метром 1–2 мкм. В эмульсиях, склонных к 
расслаиванию (ССАЧ = 4–8% мас), наблюда-
ется слияние отдельных капель, которое 
приводит к появлению участков с неоднород-
ными оптическими характеристиками, особен-
но заметными при ССАЧ = 8% мас (рис. 1, г). 

Спектры 1Н ЯМР водной фазы эмульсии 
раствора САЧ в ПДМС приведены на рис. 2. 
Химические сдвиги воды измеряли относи-
тельно сигнала протонов ПДМС, принятого 
за 0 м. д. При ССАЧ = 1% мас химический 
сдвиг воды составляет 5 м. д. и слабо зависит 
от температуры. С понижением температуры 
интенсивность сигнала воды уменьшается 
(из-за ее замерзания) и перестает регистри-
роваться в спектрах при T < 260 K. Близкие 
значения химического сдвига наблюдаются 
и для более концентрированных эмульсий. 
С ростом концентрации эмульсии интенсив-
ность сигнала воды растет. 

Как отмечалось выше, при ССАЧ = 4% мас 
эмульсия расслаивается на преимуществен-
но водную и силиконовую фазы, при этом 
в спектрах появляются два сигнала воды с 
несколько различающимися значениями 
химических сдвигов, которые отвечают двум 
возможным эмульсионным системам — 
«вода–масло» (более интенсивный сигнал) 
и «масло–вода» (рис. 2, ССАЧ = 4% мас). Ве-
личина химического сдвига воды отвечает 
сильноассоциированной воде (молекулы ко-

Рис. 1. Микрофотографии эмульсий САЧ 
в силиконовом масле ПДМС-1000 
при концентрации водной фазы: 

а — 1% мас; б — 2% мас; в — 4% мас; г — 8% мас

а

гв

б
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торой принимают участие в формировании 
двух и более водородных связей), близкой по 
структуре к жидкой воде [12–14]. 

Исследование замороженных водных ра-
створов САЧ с разной концентрацией [16, 
17] показывает, что его молекулы способны 
связывать значительное количество воды, ко-
торая локализуется внутри глобул в пустотах, 
сформированных близко расположенными 
фрагментами биополимерных цепей. Такая 
вода является сильносвязанной и может не за-
мерзать вплоть до 200 К. Тем не менее, в рамках 
проведенных экспериментов сильносвязанная 
вода не регистрируется, что обусловлено не-
обходимостью измерять сигнал воды на фоне 
значительно более интенсивного (на два поряд-
ка) сигнала метильных групп ПДМС. Поэтому 
можно считать, что регистрируемый сигнал 
относится преимущественно к микронным и 
субмикронным каплям раствора САЧ, находя-
щегося в виде эмульсии в ПДМС.

 На рис. 3, а приведена зависимость изме-
не ния концентрации незамерзающей воды 
от температуры, б — рассчитанные на их ос-
нове, в соответствии с формулой (1), распре-
деления по радиусам нанокапель дисперсной 
фазы. Поскольку количество эксперимен-
тальных точек в температурном интервале 
уменьшения интенсивности сигнала воды 
от своего максимального значения до нуля 
было ограничено, для получения более наг-
лядных распределений к имеющимся на 
рис. 3, а точкам в диапазоне температур 
265 < T < 273 K добавляли несколько вир-
туальных точек, лежащих на сглаженных 
кривых Cuw(T) через 1–2 градуса.

На полученных распределениях Cuw(R) 
могут быть выделены три–четыре макси-

Рис. 2. Снятые при разной температуре спектры 1Н ЯМР водной фракции эмульсии раствора САЧ 
в ПДМС-1000:  а — 1% мас; б — 2% мас; в — 4% мас САЧ

вбa

Рис. 3. Зависимость концентрации 
незамерзающей воды от температуры при 

разном содержании дисперсной фазы 
в эмульсиях водного раствора САЧ (а) 

и построенные на их основе распределения 
по радиусам нанокапель воды (б)

б

a
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мума, отвечающих преимущественному 
формированию нанокапель определенного 
размера. В области капель субмикронного 
размера (R = 30–100 нм) интенсивность и 
форма максимума зависят от концентрации 
эмульсии. Максимальная масса капель тако-
го размера фиксируется в эмульсии, содер-
жащей 4% мас САЧ. В наиболее разбав-
ленной эмульсии повышено содержание 
нанокапель с радиусом R < 7 нм. С ростом 
концентрации дисперсной фазы до 2% мас 
возрастает максимум с R = 9–15 нм.

 Снятые при разной температуре спектры 
1Н ЯМР ПДМС приведены на рис. 4. Сигнал 
метильных групп наблюдается в виде оди-
ночного сигнала неправильной гауссовской 
формы с химическим сдвигом Н = 0 м. д. 
Искажение формы сигнала обусловлено не-
однородностью образца. В области Н = 5 м. д. 
также регистрируется слабоинтенсивный 
сигнал воды, который при более высо-
кой чувствительности прибора показан на 
рис. 3. На рис. 5 приведена температурная 
зависимость концентрации незамерзшей ча-
сти ПДМС в процессе оттаивания образцов, 
предварительно охлажденных до 200 К. 
Кривая размораживания [СПДМС(Т)] имеет 
сложный вид. На ней регистрируются две 
области подъема в температурных диапазо-
нах 230 < T < 240 К и 260 < T < 280 К, что 
свидетельствует о возможности совместного 
существования твердой и жидкой фаз си-
ликона в широком диапазоне температур. 
Области роста СПДМС разделены плато или 
участком более медленного роста интенсив-
ности сигнала при повышении температуры 

(240 < T < 260 К). В этом диапазоне темпе-
ратур практически не наблюдается таяние 
замерзшего ПДМС. Можно предположить, 
что при T > 240 K в жидкой фазе силико-
на (примерно 75% от общего количества 
ПДМС-1000) присутствуют кристалличе-
ские формы твердого ПДМС, полное таяние 
которых происходит только при 280 К. 

Как следует из данных рис. 5, процесс 
размораживания ПДМС существенно за-
висит от количества эмульсионной фазы, 
что особенно наглядно проявляется при 
ССАЧ = 4% мас. В присутствии дисперсной 
фазы температура размораживания ПДМС-
1000 может возрастать на 20–30 градусов. 
При этом существенно расширяется тем-
пературная область совместного существо-
вания жидкой и твердой фаз силикона. Ра-
нее подобный эффект наблюдался нами при 
изучении эмульгирования раствора гиа-
луроновой кислоты в силиконе ПДМС-5700 
[18]. Поскольку плавление молекулярных 
кристаллов сопровождается эндотермиче-
ским эффектом, стабилизация твердой фазы 
силикона может быть связана с наличием 
компенсирующей его рост энтропии кол-
лоидной системы. 

В отличие от раствора САЧ, эмульсифи-
кация раствора ГК в ПДМС-1000 происходит 
значительно хуже. Даже в системе, содер-
жащей 1% мас раствора ГК, после суток 
отстаивания визуально фиксируется нали-
чие объемной водной фазы. На рис. 6 пред-
став лены микрофотографии ПДМС-1000 
после диспергирования в нем раствора ГК. 
Эмульсия стабильна только при СГК = 0,5% 

Рис. 4. Снятые при разной температуре спектры 1Н ЯМР ПДМС-1000, 
содержащие разное количество диспергированного раствора САЧ: 1% (а); 2% (б); 4% (в)

вбa
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мас. В остальных случаях микроскопиче-
ские исследования проводили на более лег-
кой фракции коллоида, расположенной 
в верхней части сосуда. Установлено, что 
рост количества микрокапель водной фазы 
в поле зрения и их средние размеры слабо 
коррелируют с количеством эмульгирован-
ного раствора ГК. Вероятно, способность 
эмульсий «ПДМС–раствор биополимеров» 
существенно зависит от вязкости силикона, 
поскольку изученное ранее [18] эмульгиро-
вание раствора ГК в более вязком силиконе 
(ПДМС-5700) проходит без расслаивания 
вплоть до концентрации дисперсной фазы, 
равной 4% мас.

На рис. 7 приведены снятые при разной 
температуре спектры метильных групп 
ПДМС-1000 и построенная на их основе 

зави симость концентрации незамерзшего 
си ликона от концентрации дисперсной фа зы 
(рис. 8). Вид кривых зависимости СПДМС(Т) 
аналогичен представленным на рис. 5, где 
наблюдаются два участка разморажива-
ния ПДМС в температурных интервалах 
230 < T < 240 К и 260 < T < 280 К. Очевид-
но, отсутствие корреляции формы кривой с 
концентрацией эмульсии обусловлено тем, 
что в рабочей области ампулы, содержащей 
эмульсию, сохраняется приблизительно 
одинаковое соотношение ПДМС и водной 
эмульсии ГК. При этом объемная фаза ра-
створа ГК не проявляется в спектрах из-за ее 
малого объема и локализации на дне измери-
тельной ампулы, вне зоны регистрации сиг-
нала ЯМР.

Рис. 5. Температурная зависимость 
концентрации незамерзшей фазы ПДМС-1000, 

снятая при разной концентрации 
диспергированного раствора САЧ

Рис. 6. Микрофотографии эмульсий ГК 
в силиконовом масле ПДМС-1000 при 

концентрациях водной фазы: 
а — 0,5% мас; б — 2% мас; в — 4% мас; г — 8% мас

а

гв

б

Рис. 7. Снятые при разной температуре спектры метильных групп 1Н ЯМР ПДМС-1000, 
содержащие разное количество диспергированного раствора ГК: 0,5% (а); 2% (б); 8% (в)

вбa



BIOTECHNOLOGIA  ACTA, V. 7, No 2, 2014

76

 Замерзший силикон с диспергирован-
ными в нем микрокаплями биополимерных 
эмульсий представляет собой гидрофобный 
материал с развитой поверхностью, который 
граничит с гидрофильной поверхностью ка-
пель дисперсной фазы, находящихся в твер-
дом или жидком состоянии. Можно пред-
положить, что именно свойства границы 
раздела фаз способны влиять на температу-
ру фазового перехода дисперсионной среды. 
Для проверки этого предположения была ис-
следована система ПДМС-1000/Si-100, где 
силикон заполнял более половины порового 
пространства силикагеля Si-100, суммарный 
объем пор которого составлял 1,2 см3/г [13]. 

На рис. 9 приведены снятые при разной 
температуре спектры силикона в матрице 
SiO2 (а), рассчитанная на их основе зависи-
мость изменения количества незамерзшего 
ПДМС-1000, отнесенного к массе кремнезе-
ма (б), и взятое из [13] распределение по ра-

диусам пор силикагеля Si-100, рассчитанное 
на основе низкотемпературной адсорбции 
азота (в). Гидратированность поверхности 
кремнезема осуществлялась путем добавле-
ния к высушенному при 200 С кремнезему 
1,5% мас воды, которая могла равномерно 
распределяться по поверхности, связываясь 
с силанольными группами, концентрация 
которых для Si-100 составляет 2,6 ОН-груп-
пы на 1 нм2 [19].

 Из данных рис. 9, а, б следует, что не-
замерзающий ПДМС-1000 присутствует во 
всей области изменения температуры. При 
этом можно выделить две температурные 
области (T < 250 K и T > 250 K, области А и 
Б, соответственно), в которых существуют 
разные состояния адсорбированного силико-
на. Область А характеризуется относительно 
медленным ростом с температурой незамерз-
шего ПДМС-1000. Сравнивая интенсивность 
сигналов незамерзшего силикона в кремне-
земной матрице (рис. 9, а) и в коллоидных 
системах (рис. 4 и 7), можно заключить, что 
количество ПДМС-1000, не замерзающего 
при низких температурах (область А на рис. 
9, б), существенно выше. Это может быть 
связано с адсорбционными взаимодействи-
ями ПДМС-1000/SiO2, которые понижают 
температуру замерзания жидкостей. 

Если предположить, что при проникнове-
нии силикона в поровое пространство сили-
кагеля первыми заполняются поры меньше-
го размера (в которых выше адсорбционный 
потенциал), то поровое пространство Si-100, 
занятое силиконом, соответствует части рас-
пределения по радиусам пор, ограниченного 
на рис. 9, в заштрихованной областью. Как 
следует из данных рис. 9, б, полное плавление 
силикона наблюдается только при Т = 300 К, 

Рис. 8. Температурная зависимость 
концентрации незамерзшей фазы ПДМС-1000, 

снятая при разной концентрации 
диспергированного раствора ГК

Рис. 9. Снятые при разной температуре спектры силикона: 
в матрице SiO2 (а); зависимость изменения количества незамерзшего ПДМС-1000, отнесенного к массе 

кремнезема (б); распределение по радиусам пор силикагеля Si-100, рассчитанное на основе 
низкотемпературной адсорбции азота (в); А и Б: области с T < 250 K и T > 250 K, соответственно

вбa

Б
А



Experimental  articles

77

что значительно выше температуры плавле-
ния объемного силикона (область Б на рис. 9, 
б). ПДМС в порах силикагеля следует рассма-
тривать как некую фрактальную структуру, 
характеристические размеры которой опре-
деляются геометрией порового пространства 
адсорбента. Тогда есть основание полагать, 
что именно рост поверхности контакта сили-
кона с гидратированной поверхностью ответ-
ственен за повышение температуры его раз-
мораживания. 

Таким образом, диспергирование ра-
створа САЧ в среде ПДМС-1000 при ССАЧ 
< 2% мас сопровождается формированием 
устойчивых эмульсий, в которых размер 
капель водной фазы может составлять от 

10 мкм до 5 нм. В случае диспергирования 
раствора ГК в жидком силиконе наблюдают-
ся только микрокапли водной фазы, а нано-
размерные капли либо не образуются, либо 
присутствуют в количестве, недостаточном 
для регистрации методом ЯМР-криометрии.

Кроме того, обнаружена возможность 
существенного влияния эмульгированного 
раствора САЧ на температуру разморажи-
вания ПДМС-1000, что отражается на его 
оптических параметрах. Этот эффект реги-
стрируется как в области низких темпера-
тур, так и температуры, близкой к темпера-
туре человеческого тела, что может влиять 
на состояние силикона при использовании 
его в хирургии в качестве импланта.
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СИРОВАТКОВОГО АЛЬБУМІНУ ЛЮДИНИ 

ТА ГІАЛУРОНОВОЇ КИСЛОТИ 
В ПОЛІДИМЕТИЛСИЛОКСАНІ ПДМС-1000
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З метою створення біологічно інертних 
ма теріалів, придатних для застосування в 
ши рокому діапазоні температур, а також в 
агре сивних середовищах методами оптич-
ної мікроскопії  та  ЯМР-кріометрії  вивчено 
емульгування водних розчинів сироватково-
го альбуміну людини і гіалуронової кислоти 
в полідиметилсилоксані ПДМС-1000. Пока-
зано, що сироватковий альбумін людини, на 
відміну від гіалуронової кислоти, може фор-
мувати в силіконовій матриці стійкі емульсії, 
розмір крапель в яких змінюється від 100 до 
10 000 нм. Присутність дисперсної фази (сиро-
ваткового альбуміну людини чи гіалуронової 
кислоти) істотно  підвищує  температуру  та-
нення полідиметилсилоксану, що, ймовірно, 
зумовлено впорядкованим впливом мікро- та 
нанокрапель біополімерів на локалізовані між 
ними кристали ПДМС.

У разі диспергування розчину гіалуронової 
кислоти в рідкому силіконі спостерігаються 
тільки мікрокраплі водної фази, а нанорозмір-
ні краплі або не утворюються, або присутні в 
кількості, недостатній для реєстрації методом 
ЯМР-кріометрії.

Встановлено можливість істотного впливу 
емульгованого розчину сироваткового альбу-
міну людини на температуру танення ПДМС-
1000, що виявляється на його оптичних пара-
метрах.

Цей ефект реєструється як у ділянці низь-
ких температур, так і температури, близької 
до температури тіла людини, що може вплива-
ти на стан силікону в разі використання його 
як імпланта.

Ключові слова: 1Н ЯМР-спектроскопія, силі-
кон, сироватковий альбумін людини, гіал уро-
но ва кислота, кластери води.

THE EMULSIFICATION OF HUMAN 
SERUM ALBUMIN AND HYALURONIC 

ACID SOLUTIONS 
IN POLYDIMETHYLSILOXANE PDMS-1000

A. M. Ruban1

A. I. Kazanets1

T. V. Krupskaya2

V. V. Turov2

1Сlinical eye hospital «Eye microsurgery 
center», Kyiv, Ukraine

2Chuiko Institute of Surface Chemistry 
of National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv
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To create a biologically inert material 
suitable for use in a wide range of temperatures 
and in corrosive environments, the methods 
of optical microscopy and NMR-cryometry 
were used for investigation of emulsification 
of solutions of human serum albumin and 
hyaluronic acid in polymethylsiloxane PDMS-
1000. Unlike hyaluronic acid, human serum 
albumin forms persistent emulsions in the 
silicon matrix, whose size of the droplets varies 
from 100 to 10 000 nm. The presence of dispersed 
phase (human serum albumin or hyaluronic acid) 
increases significantly melting temperature 
of polydimethylsiloxane. It is probably due to 
ordering influence of micro- and nanodrops of 
biopolymers on PDMS crystals localized between 
them.

In case of dispersion of hyaluronic acid 
solution in liquid silicone only microdroplets of 
the aqueous phase are observed and nanosized 
droplets either didn’t form or were in amount not 
sufficient to be detected by NMR cryometry.

The possibility of a significant influence of 
human serum albumin emulsified solution on 
PDMS-1000 defrosting temperature is revealed, 
that is impacted on its optical parameters. This 
effect is recorded both in the low temperature 
region and at temperature close to human body, 
which might influence on silicone state when it is 
used as implant. 

Key words: 1Н NMR-spectroscopy, silicone, 
human serum albumin, hyaluronic acid, water 
clusters. 
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В настоящее время на фармацевтическом 
рынке представлено большое количество 
симптоматических лекарственных препара-
тов для лечения поражений печени. Однако 
продолжают оставаться актуальными поиск, 
разработка и внедрение в медицинскую прак-
тику новых лекарственных средств. В первую 
очередь это обусловлено высокими требова-
ниями к их безопасности, поскольку клетки 
печени, в которых происходит биодеграда-
ция ксенобиотиков, максимально чувстви-
тельны к их токсическому действию. 

Сравнительные характеристики воздей-
ствия на печень сухих обезжиренных леци-
тинов сои и подсолнечника в условиях ин-
токсикации тетрахлорметаном были пред-
ставлены в предыдущей работе [1].

Заболевания печени различной этиоло-
гии проявляются на фоне нарушений регу-
ляции метаболических реакций, активации 
факторов воспаления и процессов деструк-
ции. Поэтому важным свойством совре-
менных лекарственных средств является 
способность проявлять широкий спектр 

фармакологической активности, включая 
нормализацию метаболических процессов, 
детоксицирующее, мембраностабилизирую-
щее, антиоксидантное действие и, как след-
ствие, замедление развития цирроза печени. 
Препараты с подобным спектром действия 
особенно перспективны для профилактики 
и лечения токсических, метаболических и 
вирусных гепатитов, приводящих к циррозу 
и способствующих появлению новообразова-
ний печени. Кроме того, разработка комплек-
сных способов восстановления функций пе-
чени, в частности биопрепаратами, актуаль-
на для поиска средств, обладающих высокой 
эффективностью и низкой токсичностью.

Известно, что в плазме (сыворотке) кро-
ви присутствуют три основных класса липи-
дов: холестерол и его эфиры, триглицериды 
и фосфолипиды. Наибольшее стимулирую-
щее значение в атерогенезе имеет повыше-
ние уровней холестерола и триглицеридов 
при снижении содержания фосфолипидов. 
Основной транспортной формой липидов яв-
ляются, как известно, липопротеиды, в ко-
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Сухой лецитин, представляющий собой смесь полярных фосфолипидов, нейтральных липидов, 
свободных жирных кислот, гликолипидов, углеводов и незначительного количества влаги, является 
перспективным объектом для создания биопрепаратов-гепатопротекторов. Одно из проявлений его 
фармакологической активности — влияние на состав липидов сыворотки, в частности на 
транспортные формы этих липидов. 

Исследовано влияние обезжиренных сухих лецитинов сои и подсолнечника на степень ги пер ли-
попротеинемии и других нарушений липидного обмена. Показано, что обезжиренный сухой лецитин 
сои проявлял гипохолестеролемическую активность по отношению ко всем изученным формам 
холестерола сыворотки крови. Обезжиренный сухой лецитин подсолнечника оказывал аналогичное, 
но несколько менее выраженное воздействие. Однако снижение концентрации холестерола 
липопротеидов высокой плотности под действием лецитина подсолнечника развивалось раньше, чем 
лецитина сои.

Показано, что оба лецитина предотвращали развитие дислипопротеидемии, вызываемой 
применением тетрахлорметана. 
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торых холестерол, триглицериды и фосфо-
липиды связаны с апопротеинами [2, 3–6].

Транспорт липидов осуществляется в сре де 
растворителя, где они образуют сложные ша-
роподобные (псевдомицеллярные) структуры, 
включающие молекулы протеинов. Уровень 
фосфолипидов играет существенную роль в 
процессах обмена и транспорта холестерола. 
Регулярное применение лецитина приводит к 
снижению уровня холестерола в крови и стен-
ках кровеносных сосудов, а также повышает 
способность желчных кислот выводить это со-
единение из кровотока [4, 7, 8].

В основе воздействия лецитина на метабо-
лизм липидов лежит природный антагонизм 
фосфатидилхолина и других фосфолипидов 
и холестерола. Уже на уровне цитоплазма-
тических мембран проявляется способность 
холестерола повышать их жесткость и уве-
личивать твердость, в то время как фосфоли-
пиды делают их более текучими и жидкими, 
т. е. увеличивают их функциональную ак-
тивность. Вследствие метаболических про-
цессов, протекающих в мембранах, в первую 
очередь гепатоцитов, образуются липопро-
теиды высокой плотности (HDL), проявляю-
щие антиатеросклеротическую активность.

В последние годы особый интерес прояв-
ляется к препаратам, имеющим широкий 
спектр фармакологической активности и по-
лученным из природных источников. Такие 
биопрепараты отличаются многокомпонент-
ным составом и зачастую высоким профилем 
безопасности [4, 9]. В качестве перспектив-
ного лечебного средства начинают активно 
использовать как сухие, так и жидкие леци-
тины растительного происхождения.

Лецитин сои широко применяется как 
эмульгатор и антиоксидант в пищевой, 
парфюмерной и химической отраслях про-
мышленности, а также как гепатопротектор 
в фармации. Лецитин подсолнечника рас-
сматривают как близкий аналог лецитина 
сои, однако его свойства и биологическая 
активность практически не изучены. Целью 
работы было исследование влияния лецити-
на подсолнечника и сои на концентрацию ос-
новных транспортных форм липидов сыво-
ротки крови у интактных крыс и животных, 
интоксицированных тетрахлорметаном. 

Материалы и методы 

В исследованиях использовали: тетра-
хлорметан, ч. д. а., ГОСТ 20288-74, про-
изводство АО «Реахим» (Россия), сухой 

обезжиренный лецитин подсолнечника пи-
щевой (SFL), производство ПАО «ДОИРЕА» 
(Украина), лецитин сои сухой обезжирен-
ный пищевой SOLEC (SL), производство 
SOLAE LLC (США). 

Эксперименты на животных выполняли 
в соответствии с «Общими принципами экс-
периментов на животных», одобренных I–IV 
Национальными конгрессами по биоэти-
ке (Киев, 2001–2011 гг.) и согласованных 
с положениями Европейской конвенции 
о за щите позвоночных животных, исполь-
зуемых для экспериментальных и других 
научных целей, Страсбург, 1985 [10]. Про-
токол опытов был согласован Комиссией по 
биоэтике НИИ медико-биологических про-
блем ГУ «Днепропетровская медицинская 
академия» МЗ Украины.

Исследования проводили на 170 белых 
крысах самцах массой 190–240 г, которых 
содержали на стандартной диете при есте-
ственном световом режиме и свободном до-
ступе к воде и пище. Методом случайной 
выборки животных разделили на две группы.

В 1-й группе животные были разделены 
на 3 подгруппы: 

1 — интактные — контроль;
2 — крысы, которым на протяжении 

14 сут вводили «липидную» добавку в объе-
ме 10% суточного рациона в виде подкожно-
го свиного сала;

3 — крысы, которым в условиях «ли-
пидной» добавки внут рижелудочно вво дили 
лецитин в виде 30%-й суспензии (2,5 г/кг) 
в день.

Животным 1-й и 2-й подгрупп сравнения 
вводили внутрижелудочно, в эквиобъемном 
количестве, изотонический раствор хло-
ристого натрия. Через две недели крыс де-
капитировали под эфирным наркозом и по-
лучали сыворотку крови для исследований. 
Определяли концентрацию общего холесте-
рола, триглицеридов, холестерола липопро-
теидов высокой плотности и холестерола 
липопротеидов низкой плотности общепри-
нятыми методами [11–13].

Во второй группе исследовали воздей-
ствие лецитинов сои и подсолнечника на 
липиды сыворотки крови в условиях патоло-
гии печени. Экспериментальные животные 
были разделены на 3 подгруппы: 

1 — интактные (контроль);
2 — крысы, которым внутрижелудоч-

но вводили лецитин подсолнечника в виде 
20%-й суспензии (доза 2,5 г/кг) в день и 
тетра хлорметан;
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3 — крысы, которым внутрижелудочно 
вводили лецитин сои в виде 20%-й суспен-
зии (2,5 г/кг) в день и тетрахлорметан.

Гепатотоксичность вызывали путем вну-
трижелудочного введения тетрахлорметана, 
разведенного в два раза в растительном масле 
(2,5 г/кг) на 1-е, 3-и и 7-е сут наблюдений. 
Исследуемые показатели регистрировали в 
начале эксперимента и на 3-и, 7-е и 14-е сут 
у контрольных животных и крыс, которым 
ежедневно внутрижелудочно вводили 20%-ю 
суспензию лецитина сои или подсолнечни-
ка (по 2,5 г/кг массы тела) за 2 ч до гепато-
токсина. Контрольной группе крыс ежедне-
вно внутрижелудочно вводили изотоничес-
кий раствор хлористого натрия — 100 г/кг. 
Биологический материал для исследований 
получали спустя 2–3 ч после последнего вве-
дения лецитинов, тетрахлорметана или изо-
тонического раствора натрия хлорида.

Для оценки состояния липидного и липо-
протеидного (протеиново-жирового) обмена 
при использовании обезжиренных сухих ле-
цитинов сои и подсолнечника определяли 
концентрацию: общего холестерола, тригли-
церидов, холестерола липопротеидов высокой 
плотности (HDL) и холестерола липопротеи-
дов низкой плотности (LDL) в сыворотке кро-
ви, а также коэффициент атерогенности (КА).

При этом граница обычных значений 
коэффициента атерогенности для крыс уста-
навливалась в пределах 3 единиц [2–3].

Результаты наблюдений обрабатывали 
статистически с применением t-критерия 
Стьюдента [14].

Результаты и обсуждение

Результаты исследований показали, что 
на протяжении двух недель эксперимента 
ни в контрольных группах, ни при введе-
нии 10%-й «липидной» добавки или ле-
цитинов, а также тетрахлорметана гибели 

животных не наблюдалось. Результаты оп-
ределения влияния SFL на показатели ли-
пидного обмена приведены в табл. 1.

Введение в рацион экспериментальных 
животных 10-й «липидной» добавки при-
водило к изменению регистрируемых по-
казателей. Уровень общего холестерола и 
триглицеридов достоверно увеличивался на 
110,0% и 113,4%, соответственно. Опреде-
ление соотношения уровня холестерола HDL 
и холестерола LDL показало, что при статис-
тически значимом росте обоих классов ли-
попротеидов (на 330,0% и 157,1% соответ-
ственно), преобладало увеличение антиате-
рогенных HDL.

Введение крысам SFL на фоне 10%-й 
«липидной» добавки приводило к аналогич-
ным изменениям регистрируемых показате-
лей. Однако, в отличие от крыс, получавших 
обогащенный жирами рацион, дополнитель-
но статистически значимо возрастала кон-
центрация общего холестерола (на 60,5%), 
холестерола HDL (на 85,7%) и холестерола 
LDL (на 101,9%), а содержание триглицери-
дов достоверно не отличалось.

На основании этих данных можно сде-
лать вывод о том, что при повышении содер-
жания в рационе интактных животных жи-
ров лецитин выступает в качестве дополни-
тельной, обогащенной липидами, биологи-
чески активной пищевой добавки. 

Учитывая особую роль печени в липид-
ном обмене, было определено сравнительное 
влияние лецитинов сои и подсолнечника на 
состав липидов сыворотки крови в условиях 
введения тетрахлорметана.

Концентрация триглицеридов в сыворот-
ке крови (СК), является одним из основных 
показателей липидного обмена. Увеличение 
концентрации триглицеридов установлено 
при использовании лекарственных средств 
стероидной природы, этанола при вирус-
ных гепатитах, алкогольном и биллиарном 

Таблица 1. Влияние лецитина подсолнечника на показатели липидного обмена (М ± m, n = 6–11)

Группы животных
Исследуемые липиды (ммоль/л)

Общий холестерол Триглицериды Холестерол HDL Холестерол LDL

Контроль 0,40 ± 0,03 0,49 ± 0,02 0,05 ± 0,04 0,21 ± 0,06

10%-я «липидная» добавка 1,24 ± 0,14* 1,07 ±0,09* 0,21 ± 0,03* 0,54 ±0,07*

«Липидная» добавка + 
лецитин 1,99 ± 0,16* ** 1,12 ± 0,10* 0,39 ± 0,03* ** 1,09 ± 0,11* **

Примечания: * — Р < 0,05 по сравнению с контролем; ** — Р < 0,05 по сравнению с крысами, которые 
в течение 2 недель получали в рационе 10%-ю «липидную» добавку.
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циррозе, внепеченочной обтурации желч-
ных ходов и др. Однако в терминальной ста-
дии поражения паренхимы печени установ-
лено снижение этого параметра [11].

Результаты наблюдений (табл. 2) по-
казали, что в условиях интоксикации те-
трахлорметаном на 14-е сут интоксикации 
отмечалось существенное (на 37,9%) умень-
шение содержания триглицеридов в СК.

Введение SL в условиях интоксикации 
тетрахлорметаном приводило к возрастанию 
концентрации триглицеридов на 56,0% и 
30,6% на 3-и и 14-е сут по сравнению с при-
менением одного тетрахлорметана.

На 7-е сут после введения SFL содержа-
ние триглицеридов статистически значи-
мо возрастало на 62,3% и 136,1%, соответ-
ственно, при сопоставлении с воздействием 
тетрахлорметана, что существенно превы-
шало как контрольные величины, так и эф-
фекты SL.

Анализ полученных результатов измене-
ний концентрации триглицеридов показыва-
ет, что используемый способ интоксикации 
печени тетрахлорметаном на 14-е сут приво-
дит к ее истощению. Об этом свидетельству-
ет существенное снижение концентрации 
триглицеридов по сравнению с контролем. 
При этом SL повышал ее уровень до контро-
ля, тогда как SFL резко его увеличивал, на-
чиная с 7-х сут после введения.

Содержание общего холестерола воз-
растает при ряде заболеваний и использова-
нии фармпрепаратов [3, 11].

Результаты исследований общего холе-
стерола показали, что в условиях примене-
ния тетрахлорметана его концентрация на 
3-и, 7-е и 14-е сут наблюдений достоверно 
увеличивалась по сравнению с контролем 
на 14,4%, 31,3% и 37,9%, соответственно 
(табл. 3).

Введение SL приводило вначале к стаби-
лизации данного показателя на несколько 

более низком (но превышающем контроль-
ные значения) уровне, а на 14-е сут — к его 
уменьшению на 27,7% по сравнению с введе-
нием тетрахлорметана. SFL в меньшей сте-
пени влиял на уровень общего холестерола.

Возможно, подобные неоднозначные сдви-
ги содержания общего холестерола связаны с 
сочетанием процессов истощения его пула в ор-
ганах (прежде всего в печени) и непосредствен-
ным замещением при введении лецитинов.

При патологии, в частности сердеч-
но-сосудистой системы, особое значение 
имеет определение в сыворотке крови клас-
сов липопротеидов, различающихся по фи-
зико-химическим свойствам.

Концентрация холестерола HDL или 
-липопротеидов возрастает в условиях ин-
токсикации, первичного биллиарного цир-
роза печени, хронического гепатита, алкого-
лизма и др. Со снижением его концентрации 
существенно возрастает риск атеросклероти-
ческих изменений и ишемической болезни 
сердца [3, 11].

При интоксикации тетрахлорметаном на 
14-е сут отмечалось резкое возрастание (на 
218,2 %) концентрации холестерола HDL 
(табл. 4).

По сравнению с действием тетрахлорме-
тана введение SL приводило к достоверному 
увеличению на 114,3% уровня холестерола 
HDL на 7-е сут и снижению на 20,0% — на 
14-е. Аналогичный, но несколько менее 
выраженный эффект наблюдался в услови-
ях двухнедельного введения SFL. Следова-
тельно, лецитины проявляют гипохолесте-
ролемическое действие относительно липо-
протеидов высокой плотности при введении 
тетрахлорметана.

Определение уровня холестерола LDL, 
проявляющих «атерогенную» активность, 
является неотъемлемым компонентом оцен-
ки риска возникновения патологии сердеч-
но-сосудистой системы [3, 9, 11,14].

Таблица 2. Изменения концентрации триглицеридов (ммоль/л) на фоне действия лецитинов 
при интоксикации тетрахлорметаном (М ± m, n = 6–10)

Примечане. Здесь и далее: * — Р < 0,05 по сравнению с контролем;  ** — Р < 0,05 по сравнению с те-
трахлорметаном;   — Р < 0,05 по сравнению с лецитином сои.

Группы животных
Сроки наблюдений

3-и сут 7-е сут 14-е сут

Контроль 0,62 ± 0,11 0,58 ± 0,04 0,58 ± 0,04
Тетрахлорметан 0,50 ± 0,06 0,61 ± 0,11 0,36 ± 0,02*

Тетрахлорметан+SL 0,78 ± 0,05** 0,57 ± 0,04 0,47 ± 0,03*  **

Тетрахлорметан + SFL 0,59 ± 0,09 0,99 ± 0,10 *  **   0,85 ± 0,04*  **  
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При введении тетрахлорметана уровень 
холестерола LDL стабильно увеличивался на 
3-и, 7-е и 14-е сут соответственно на 60,0%, 
45,8% и 43,8% (табл. 5). 

Введение SL на 14-е сут интоксикации 
приводило к достоверному уменьшению 
данного показателя на 42,9% по сравнению 
с действием тетрахлорметана. Аналогичным 
эффектом обладает и SFL.

Интоксикация тетрахлорметаном приво-
дила к стабильной гиперлипопротеидемии 
на протяжении всего эксперимента. 

Оба изучаемых лецитина вызывали гипо-
холестеролемический эффект практически в 
одинаковой степени. Однако снижение кон-
центрации холестерола LDL при действии 
SFL развивалось раньше, чем SL.

Коэффициент атерогенности (КА) отра-
жает соотношение анти- и атерогенных 
форм холестерола в липопротеидах сыворот-
ки крови. В контроле он в среднем составлял 
2,5 ± 0,43 (табл. 6).

В условиях интоксикации тетрахлорме-
таном этот показатель достоверно возрастал 
на 3-и и 7-е сут на 72,9% и 51,1%, соответ-
ственно. На 14-е сут КА, напротив, достовер-
но снижался на 61,7%, что, вероятно, было 
обусловлено резким увеличением уровня хо-
лестерола HDL на этом этапе наблюдений.

Изменение КА в условиях интоксикации 
тетрахлорметаном показывает преимуще-
ственное возрастание уровня атерогенных 
классов липопротеидов (LDL) на первых эта-
пах (3-и и 7-е сут) эксперимента. На завер-
шающей стадии (14 сут), напротив, преоб-

ладало повышение содержания -липопро-
теидов. Возможно, это связано с липидами, 
«вымываемыми» тетрахлорметаном из кле-
точных мембран органов, включая в первую 
очередь печень.

По сравнению с тетрахлорметаном введе-
ние SL приводило к снижению данного пока-
зателя на 7-е сут. 

Существенным отличием при введении 
SFL являлся тот факт, что на 14-е сут значе-
ние КА было существенно выше (на 40,5%) 
по сравнению с величинами, установленны-
ми во время действия SL.

Следовательно, оба лецитина блокирова-
ли развитие дислипопротеидемии, вызывае-
мой введением тетрахлорметана. 

Таким образом, у крыс, получавших обо-
гащенный жирами рацион, дополнительно 
статистически значимо возрастали концен-
трации общего холестерола (на 60,5%), хо-
лестерола HDL (на 85,7%) и холестерола 
LDL (на 101,9%), а содержание триглицери-
дов не отличалось. С повышением содержа-
ния жиров в рационе интактных животных 
лецитин, выступая в качестве биологически 
активной пищевой добавки, проявлял па-
радоксальное, гиперхолестеролемическое 
действие. При этом фосфолипиды лецитина 
в крови транспортировались в форме липо-
протеидов, что объясняет дополнительный 
прирост содержания холестерола HDL и хо-
лестерола LDL.

Применение SL в условиях интоксикации 
тетрахлорметаном приводило к возраста-
нию концентрации триглицеридов на 56,0% 

Таблица 3. Влияние лецитинов сои и подсолнечника на концентрацию (ммоль/л) общего холестерола 
в сыворотке крови при интоксикации тетрахлорметаном (М ± m, n = 6–10)

Группы животных
Сроки наблюдений

3-и сут 7-е сут 14-е сут

Контроль 1,53 ± 0,07 1,28 ± 0,19 1,21 ± 0,09

Тетрахлорметан 1,75 ± 0,07* 1,68 ± 0,06* 1,91 ± 0,12*

Тетрахлорметан + SL 1,86 ± 0,07* 2,02 ± 0,24* 1,38 ± 0,10**

Тетрахлорметан + SFL 1,90 ± 0,17 1,70 ± 0,16 1,73 ± 0,12*  

Таблица 4. Влияние лецитинов сои и подсолнечника на концентрацию (ммоль/л) холестерола HDL 
в сыворотке крови при интоксикации тетрахлорметаном (М ± m, n = 6–8)

Группы животных
Сроки наблюдений

3-и сут 7-е сут 14-е сут

Контроль 0,65 ± 0,05 0,30 ± 0,01 0,22 ± 0,02

Тетрахлорметан 0,56 ± 0,06 0,35 ± 0,08 0,70 ± 0,05*

Тетрахлорметан + SL 0,60 ± 0,05 0,75 ± 0,08*  ** 0,56 ± 0,04*  **

Тетрахлорметан + SFL 0,56 ± 0,04 0,64 ± 0,05*  ** 0,58 ± 0,05*
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и 30,6%, соответственно, на 3-и и 14-е сут 
по сравнению с действием тетрахлорметана, 
а введение SFL приводило к росту содержа-
ния триглицеридов на 62,3% и 136,1%, со-
ответственно, что существенно превышало 
концентрацию триглицеридов как в контро-
ле, так и при введении SL.

Введение SL приводило в начальной ста-
дии эксперимента к стабилизации концен-
трации общего холестерола на несколько 
более низком (но превышающем контроль-
ные значения) уровне, а на 14-е сут — к его 
уменьшению на 27,7% (Р < 0,05) по сравне-
нию с концентрацией общего холестерола 
при введении тетрахлорметана. 

SFL в меньшей степени оказывал воз-
действие на уровень общего холестерола по 
сравнению с SL. Возможно, подобные неод-
нозначные сдвиги содержания общего холе-
стерола в сыворотке крови связаны с сочета-
нием процессов истощения его пула в органах 
(в первую очередь, в печени) и непосредствен-
ным замещением при введении лецитинов.

Интоксикация тетрахлорметаном приво-
дила к стабильной гиперлипопротеидемии 
на протяжении всего срока наблюдений. Оба 
изучаемых лецитина оказывали гипохолесте-
ролемический эффект практически в одинако-
вой степени. Однако снижение концентрации 
холестерола LDL на фоне дейст вия SFL разви-
валось раньше, чем при воздейст вии SL.

Таблица 5. Влияние лецитинов сои и подсолнечника на концентрацию (ммоль/л) холестерола LDL 
в сыворотке крови при  интоксикации тетрахлорметаном (М ± m, n = 6–10)

Группы животных 
Сроки наблюдений

3-и сут 7-е сут 14-е сут

Контроль 0,60 ± 0,07 0,72 ± 0,08 0,73 ± 0,07

Тетрахлорметан 0,96 ± 0,08* 1,5 ± 0,02* 1,05 ±0,09*

Тетрахлорметан + SL 0,92 ± 0,04* 1,00 ± 0,16 * ** 0,60 ± 0,04*

Тетрахлорметан + SFL 1,07 ± 0,12* 0,61 ± 0,11* ** 0,77 ± 0,12* 

Таблица 6. Влияние лецитинов сои и подсолнечника на величину коэффициента атерогенности 
при интоксикации тетрахлорметаном (М ± m, n = 6–8)

Группы животных
Сроки наблюдений

3-и сут 7-е сут 14-е сут

Контроль 1,40 ± 0,10 2,21 ± 0,13 4,54 ± 0,21

Тетрахлорметан 2,42 ± 0,47* 3,34 ± 0,53* 1,74 ± 0,63*

Тетрахлорметан+ SL 2,19 ± 0,24* 1,66 ± 0,08 *  ** 1,48 ± 0,02*

Тетрахлорметан+ SFL 2,36 ± 0,18* 1,65 ± 0,08*  ** 2,08 ± 0,19* 
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Сухий лецитин, що є сумішшю полярних 
фосфоліпідів, нейтральних ліпідів, вільних 
жирних кислот, гліколіпідів, вуглеводів і не-
значної кількості вологи, є перспективним 
об’єктом для створення біопрепаратів-гепа-
топротекторів. Одним із виявів його фармако-
логічної активності є вплив на склад ліпідів 
сироватки, зокрема на транспортні форми цих 
ліпідів. 

Досліджено вплив сухих лецитинів сої та 
соняшнику на ступінь гіперліпопротеїнемії та 
інших порушень ліпідного обміну. Показано, 
що знежирений сухий лецитин сої виявляв гі-
похолестеролемічну активність стосовно всіх 
вивчених форм холестеролу сироватки. Зне-
жирений сухий лецитин соняшнику мав ана-
логічний, але дещо менший вплив. Однак зни-
ження концентрації холестеролу ліпопротеїдів 
високої щільності під дією лецитину соняшни-
ку розвивалося раніше, ніж лецитину сої. 

Показано, що обидва лецитини запобігали 
розвиткові дисліпопротеїдемії, спричиненої 
застосуванням тетрахлорметану. 

Ключові слова: сухий лецитин, біопрепарати 
лецитину сої та соняшнику, ліпіди сироватки 
крові.
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Dry lecithin, which is a mixture of polar 
phospholipids, neutral lipids, free fatty 
acids, glycolipids, carbohydrates, and small 
amounts of moisture, is a promising object for 
biologic-hepatoprotectors creation. One of its 
pharmacological activity displays is its influence 
on serum lipids, in particular transport forms 
of these lipids. The influence of dry soy lecithin 
and sunflower on hyperlipoproteinemia ratio and 
other lipid disorders is studied.

It is shown that low-fat dry soybean lecithin 
showed hypocholesterolemic activity against all 
studied forms of serum cholesterol. Nonfat dry 
sunflower lecithin had similar but somewhat less 
prominent effect.

However reduced concentration of high 
density lipoprotein cholesterol under sunflower 
lecithin developed right before soya lecithin. 
Both lecithin prevented the development of 
dyslipidemia induced carbon tetrachloride.

Key words: soybean and sunflower lecithin 
biopreparations, serum lipids.
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Рід Saussurea у флорі Буковинських Кар-
пат представлений двома видами — S. porcii 
Degen і S. discolor (Willd.) DC. [1]. Обидва 
види занесено до Червоної книги України: 
пер ший — зі статусом «рідкісний», другий — 
«зникаючий» [2]. Біохімічний склад та фар-
макологічну дію біологічно активних сполук 
цих рослин вивчено недостатньо. Залучення 
біотехнологічних методів з метою одержання 
рослинного матеріалу не тільки сприятиме 
розширенню альтернативної сировинної бази 
S. discolor і S. porcii, а й надасть унікальну 
можливість зберегти їх природні популяції.

Для рослинної сировини представників 
роду Saussurea встановлено протипухлин-
ну [3], антимікробну та протигрибкову [4, 5] 
дію. Таку активність пов’язують зі здатністю 
синтезувати й накопичувати сесквітерпено-
ві лактони [6, 7]. Вони являють собою кисне-
вмісні похідні сесквітерпеноїдів, різноманіт-

тя яких у межах одного типу визначається 
ступенем насиченості кілець, розташуванням 
подвійних зв’язків та наявністю різних функ-
ціональних груп [8, 9]. Така різноякісність 
ускладнює процес виділення та ідентифікації 
сесквілактонів, тому одержання цих сполук у 
чистому вигляді потребує розроблення нових 
та оптимізації вже існуючих методів екстрак-
ції, очищення та ідентифікації. 

У зв’язку із зазначеним метою роботи 
було визначити вміст сесквітерпенових лак-
тонів дикорослих та культивованих in vitro 
S. discolor і S. porcii за розроблених нами 
оптимальних умов екстракції, очищення 
і роз ділення, а також дослідити їхню біоло-
гічну активність.

Матеріали і методи

Дослідження проводили на листках ди-
корослих (по 25 експериментальних зраз-
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За допомогою методів УФ- та ІЧ-спектроскопії в рослинній сировині Saussurea discolor (Willd.) 
DC. (сосюрея різноколірна) та S. porcii Degen (сосюрея Порціуса), рідкісних видів роду Saussurea 
DC., встановлено присутність сесквітерпенових лактонів. Аналогічні результати одержано й для 
рослин, культивованих in vitro. Вміст у них сесквітерпенових лактонів близький до вмісту 
в ін тактних рослинах і вищий для S. discolor. 

Розроблено умови вилучення (5-денною екстракцією хлороформом), очищення (адсорбційної 
хроматографією на колонці) та фракціонування (тонкошаровою хроматографією) смолки 
сесквітерпенових лактонів. За допомогою тонкошарової хроматографії виявлено якісні відмінності 
їхнього спектра для експлантів рослин, вирощених in vitro, та дикорослих рослин S. discolor 
і S. рorcіi. Рослинний матеріал обох досліджуваних видів відрізняється також за вмістом основних 
компонентів спектра сесквітерпенових лактонів. Виявлено його залежність від умов вирощування. 
Компоненти з Rf 0,36 та 0,95 містяться в усій досліджуваній сировині в максимальній кількості.

Із застосуванням методу дифузії в агар у сесквітерпенових лактонів виявлено антимікробну 
активність. Як тест-систему використовували Baсillus subtilis. Антимікробну активність встановлено 
для суми сесквітерпенових лактонів. Вона значною мірою зумовлена дією компонентів з Rf 0,36 та 0,95. 

Одержані результати свідчать про здатність S. discolor та S. porcii синтезувати in vitro сес кві тер-
пенові лактони, а також про можливість використання рослинної сировини культивованих рослин 
як їх джерел. Для сесквітерпенових лактонів досліджуваних видів доведено антимікробну 
активність.
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ків) та культивованих in vitro S. discolor 
і S. porcii (не менше 50 експериментальних 
зразків листків експлантів, що їх вирощу-
ють у культурі більше двох років). 

Матеріал S. discolor зібрано: Чернівець-
ка область, Путильський р-н, Чивчинські 
гори, хребет Чорний Діл, г. Великий Ка-
мінь, 1 400 м н. р. м. Матеріал S. porcii зібра-
но: популяція № 1 — Івано-Франківська об-
ласть, Верховинський р-н, Чивчинські гори, 
г. Гнє теса, 1 545 м н. р. м.; популяція № 2 — 
Івано-Франківська область, Верховинський 
р-н, Чивчинські гори, пол. Глистувата, 
1 475 м н. р. м. 

Умови культивування. Для введення в 
культуру in vitro використовували насіння, 
зібране в місцях зростання природних попу-
ляцій. Насіння знезаражували 96%-м ета-
нолом з додаванням Tween-80 та розчином 
промислового препарату «Білизна» (ТУУ6-
05743160.001-93), після чого його тричі 
промивали стерильною дистильованою во-
дою. Далі насіння переносили на живильне 
середовище, основою для приготування яко-
го слугувало середовище Мурасіге–Скуга, 
доповнене цистеїном [10]. Експланти одер-
жували прямим морфогенезом. Проростки, 
що формувалися впродовж першого пасажу, 
було пересаджено на середовище для індукції 
утворення конгломерату пагонів, доповнене 
0,1 мг/л ІОК (індолілоцтовою кислотою — 
індолілацетатом) та 1 мг/л БАП (6-бензаміно-
пурином) [10].

Екстракція сесквітерпенових лакто-
нів. Для одержання сесквітерпенових лак-
тонів висушену до повітряно-сухого стану 
і подрібнену сировину вичерпно екcтрагу-
вали хлороформом упродовж 5 діб за тем-
ператури 21±2 С на мішалці. Розчинник 
відганяли під вакуумом до одержання за-
лишку (смолки), який потім очищували 
методом адсорбційної хроматографії на ко-
лонці [11].

Адсорбційна хроматографія на силіка-
гелі. Колонки розміром 1,0 : 15,0 заповню-
вали Silicagel L 40/100 загальноприйнятим 
способом [12, 13], зрівноважували бензолом 
до повної стабілізації стартової лінії. 

Смолку, розчинену в 3 мл хлороформу, 
наносили на колонку й елюювали сумішшю: 
петролейний ефір:етилацетат (9:1). Присут-
ність лактонного кільця у фракціях об’ємом 
5 мл перевіряли за здатністю поглинати 
світло за довжини хвилі 214 нм на СФ-46. 
Відповідні фракції об’єднували і випарюва-
ли до кінцевого об’єму 1 мл [13].

Спектральний аналіз. ІЧ-спектроскопію 
очищеної смолки проводили у тонкій плів-
ці з використанням бромної пластинки на 
SPECORD — 75IR у ділянці 1 600–1 800 см–1. 
Сумарний вміст сесквітерпенових лакто-
нів визначали спектрофотометрично з n-ди-
метил амінобензальдегідом [14].

Тонкошарова хроматографія (ТШХ). 
Якісний аналіз спектра сесквітерпенових 
лактонів здійснювали методом хроматогра-
фії в тонкому шарі сорбенту на пластинках 
Silufol — UV – 254 (Чехія) в системі розчин-
ників петролейний ефір : етилацетат (9 : 1) 
[14] висхідним способом відповідно до вимог 
Державної фармакопеї [15]. Ідентифікацію 
окремих компонентів проводили, витриму-
ючи хроматографічні пластинки 5 хв за тем-
ператури 120 С після оброблення 1%-м роз-
чином ваніліну у 20%-й Н2SO4 [11].

Усі реактиви були вітчизняного вироб-
ництва («Макрохім»). 

Виділення індивідуальних сесквітерпено-
вих лактонів проводили за допомогою пре-
паративної ТШХ. Зони, що відповідали інди-
відуальним сполукам, зішкрябували із носія 
та екстрагували відповідним буфером [11].

Дослідження антимікробної активнос-
ті сесквітерпенових лактонів здійснювали, 
застосовуючи метод дифузії в агар. У чашки 
Петрі, розташовані на строго горизонталь-
ній поверхні, заливали по 20 мл м’ясопеп-
тонного агару (МПА). Після застигання в 
середовищі за допомогою стерильного ци-
ліндра формували лунки діаметром 4,0 мм. 
Поверхню агару рівномірно засівали стан-
дартизованою суспензією тест-культури 
Basilus subtilis у концентрації 1·107 КУО/мл. 
У лунки вносили по 20 мкл хлороформних 
смолок чи індивідуальних фракцій сескві-
терпенових лактонів, попередньо висуше-
них та перерозчинених у суміші диметил-
сульфоксид : етанол у співвідношенні 1 : 1. 
Аналогічний розчин використовували як 
контроль. Після інкубації в термостаті про-
тягом трьох діб визначали діаметр зон за-
тримки росту мікроорганізмів навколо лу-
нок [15].

Статистична обробка даних. Усі до-
слідження проводили в 6-кратній повторю-
ваності. На рисунках подано типові хрома-
тограми. Статистичну обробку результатів 
виконували за допомогою програмного за-
безпечення Microsoft Exel. Відмінності ре-
зультатів, що обговорюються в роботі, є ві-
рогідними за рівня значущості Р  0,05 за 
критерієм Стьюдента.
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Результати та обговорення

З метою встановлення наявності біоло-
гічно активних речовин у рослинній сирови-
ні передусім проводили її спектральний ана-
ліз. Для точної ідентифікації сесквітерпено-
вих лактонів найбільш придатним є метод 
ІЧ-спектроскопії, оскільки в інфрачервоній 
ділянці розташовано більшість коливаль-
них і обертальних спектрів молекул [8]. 

Використання цього методу для аналізу 
смолок із листків дикорослих та культивова-
них in vitro S. discolor та S. porcii дало змогу 
виявити в ІЧ-спектрі смуги поглинання, що 
є характерними для сесквітерпенових лак-
тонів (1 710–1 760, 1 760–1 790 см–1) [16].

Здатність рослинного організму до синте-
зу вторинних метаболітів за умов in vitro, не 
властивих йому під час зростання у природ-
них умовах, або до зміни кількісного співвід-
ношення присутніх сполук потребує додат-
кового аналізу рослинної сировини за різних 
умов культивування. Нами було проведено 
порівняльний аналіз вмісту сесквітерпено-
вих лактонів рослинної сировини, зібраної в 
природних місцях зростання та вирощеної in 
vitro. Для експлантів обох досліджуваних ви-
дів порівняно з вирощуваними в природних 
умовах було встановлено більший їх вміст 
(рис. 1). Максимальну кількість сесквітерпе-
нових лактонів синтезували рослини S. porcii 
першої популяції. Водночас для експлантів 
S. discolor, порівняно з природним матеріа-
лом, встановлено здатність накопичувати ці 
сполуки в 1,3 раза більше.

Рослинний матеріал S. porcii другої по-
пуляції, як природний, так і культивова-
ний in vitro, характеризується майже удвічі 

нижчим рівнем сесквітерпенових лактонів 
порівняно з рівнем першої популяції, і в 1,6 
раза — порівняно з експлантами S. discolor. 

Отже, у процесі культивування in vitro 
S. discolor та S. porcii зберігають здатність до 
синтезу сесквітерпенових лактонів, причо-
му їх вміст в усіх випадках вищий за вміст 
дикорослих рослин. 

Для більш детального вивчення сескві-
терпенових лактонів широко застосовують 
хроматографію у тонкому шарі сорбенту. Ві-
домо, що від типу розчинника для екстракції 
залежить не тільки повнота вилучення дослі-
джуваних сполук, але й їхній склад [8]. Нами 
було досліджено різні методи екстракції, що 
відрізнялися як за екстрагувальною речови-
ною, так і за температурним режимом. Смол-
ки надалі аналізували за допомогою ТШХ.

На основі проведених досліджень було 
встановлено, що для індивідуальних спо-
лук сесквітерпенових лактонів S. discolor та 
S. porcii найоптимальнішою є 5-денна хлоро-
формна екстракція за кімнатної температу-
ри з подальшим розділенням за допомогою 
ТШХ з використанням як рухомої фази су-
міші петролейний ефір : етилацетат, та іден-
тифікація розчином ваніліну в сірчаній кис-
лоті [11]. 

Досліджуючи спектр сесквітерпенових 
лактонів S. discolor і S. porcii, ми встанови-
ли відмінність у компонентному складі екс-
плантів та листків дикорослих рослин. Так, 
у природному зразку S. discolor виявлено 9 
сполук, тоді як в експлантах — 10 (рис. 2). 
Спільними для них є 7 компонентів, 2 з яких 
(Rf 0,26; Rf 0,95) характеризуються макси-
мальним вмістом у сировині. Сполуки, Rf 
яких лежить у межах 0,6–0,9, мають мі-
німальний вміст. Слід зауважити, що саме 
більшість із них втрачаються під час вод-
но-хлороформної екстракції.

Рис. 1. Сумарний вміст сесквітерпенових 
лактонів у рослинній сировині S. discolor та 

двох популяцій S. porcii (М±m, n = 6, Р  0,05):
1 — природний матеріал; 2 — експланти.
* Р  0,05 S. porcii відносно S. discolor;
** Р  0,05 S. porcii (ІІ) відносно S. porcii (І);
# Р  0,05 експлантів відносно дикорослих рослин

Рис. 2. Тонкошарова хроматографія експлантів 
рослин in vitro (а) та листків дикорослих рослин 

(б) S. discolor і S. porcii: 
І — перша популяція; ІІ — друга популяція; 

1–10 — компоненти спектра сесквітерпенових 
лактонів

а а(І)б а(ІІ) б(І)
S. discolorS. porcii (І) S. porcii (ІІ)
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Виявлені між зразками відмінності сто-
суються компонентів, коефіцієнти рухли-
вості яких лежать у межах 0,51–0,65 (таб-
лиця).

Під час дослідження смолки S. рorcii на 
хроматограмах ідентифіковано 9 компонен-
тів, що набувають специфічного для сескві-
терпенових лактонів забарвлення (рис. 2). 
За порівняльного аналізу рослинної сиро-
вини S. рorcii було відзначено зміну складу 
сесквітерпенових лактонів залежно від умов 
вирощування. Варіабельною для даного 
виду є ділянка, яка включає сполуки з ко-
ефіцієнтами рухливості у межах 0,48–0,65 
(таблиця). Сполуки з Rf 0,26 та 0,95, як і в 
тканинах S. discolor, присутні в рослинній 
сировині S. рorcіi у максимальній кількості.

Отже, в рослинній сировині S. discolor та 
S. рorcіi синтезуються сесквітерпенові лакто-
ни, а їхній якісний склад залежить від умов 
культивування. Спільними для обох видів є 
компоненти з коефіцієнтом рухливості 0,14; 
0,26; 0,36; 0,90 та 0,95. 

Дослідження антимікробної активнос-
ті одержаних смолок за допомогою методу 
дифузії в агар було проведено з використан-
ням Bacillus subtilis, оскільки для аналізу 
про тимікробної активності представників 
роду Saussurea як тест-культури найчастіше 

використовують B. subtilis, Saccharomyces 
cerevisiae, Staphilococcus aureus та Pseudo-
mo nas aeruginosa [17–19].

Передусім нами було вивчено низькі кон-
центрації сухої смолки (2,5, 5 та 10 мг/мл). 
В умовах експозиції за дії 2,5 мг/мл спосте-
рігали появу невеликої «облямівки» посиле-
ного росту по краю лунки. Достовірної різни-
ці між результатами для смолок із матеріалу 
S. porcii різних популяцій виявлено не було, 
тому дані наведено для однієї з них (рис. 3). 

Зі збільшення концентрації смолки в до-
слі джуваному розчині препарат набував ан-
тимікробних властивостей (рис. 4). Окрім 
того, поступове збільшення концентрації 
досліджуваного розчину уможливлює вияв-
лення відмінностей для популяцій S. porcii.

Далі ми проаналізували антимікробну ак-
тив ність індивідуальних сполук, представ ле-
них на хроматограмі у максимальній кількості 
(Rf 0,36 та Rf 0,95), які було одержано препа-
ративною ТШХ. Як видно з рис. 5, обидва ком-
поненти виявляють схожий ефект на культу-

Коефіцієнти рухливості компонентів 
сесквітерпенових лактонів експлантів 

S. discolor і S. рorcіi

№ 
п/п

Матеріал

S. discolor S. рorcіi

Дико рос лі 
рос ли ни

Екс-
план ти

Дико-
рос лі 

рос ли ни 
(попу-

ля ція І)

Екс-
план ти 
(попу-

ляц ія І)

Екс-
план ти  
(попу-
ля ція 

ІІ)

1 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14

2 0,26 0,26 0,26 0,26 0,26
3 0,36 0,36 0,36 0,36 0,36
4 0,43 0,43 – – 0,43
5 – – 0,48 0,48 –
6 – 0,51 – – –
7 0,53 – – 0,53 –
8 – 0,55 – – –
9 – 0,60 0,60 0,60 0,60

10 0,65 – 0,65 – 0,65
11 0,75 0,75 0,75 0,75 –
12 – – – – 0,81
13 – – – – 0,87
14 0,90 0,90 0,90 0,90 –

15 0,95 0,95 0,95 0,95 0,95

Рис. 3. Антитимікробна активність хлороформних 
смолок із S. discolor та S. porcii у малих кон-

центра ціях (2,5/5,0/10 мг/мл) відносно B. subtilis. 
* — Р < 0,05 відносно контролю; 
контроль: культивування Bacillus subtilus за 
присутності у середовищі суміші диметил суль -
фок сид : етанол (1 : 1)

Рис. 4. Залежність антимікробної активності 
сухої смолки різних популяцій S.porcii 

від її концентрації

S. discolor

S. porcii 
(популяція І)

S. porcii (ІІ)

S. porcii 
(популяція ІІ)
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ру B. subtilis. Діаметр зон за трим ки росту за дії 
обох індивідуальних сесквілактонів становив 
близько 19–23 мм, що дає змогу постулювати 
наявність антимікробної активності.

Підсумовуючи, можна зробити висновок, 
що S. discolor та S. porcii містять сесквітерпе-
нові лактони з антимікробною активністю. 
Саме тому досліджувані види можуть бути 
використані як джерела сполук з біологіч ною 
активністю за умов розроблення ефек тив них 

методів нарощування рослинної маси in vitro.
На основі хроматографічного розділення 

у тонкому шарі сорбенту встановлено відмін-
ності у спектрі сесквітерпенових лактонів 
смолок листків дикорослих та культивованих 
in vitro рослин S. discolor і S. porcii, а також до-
ведено, що рослини різних популяцій S. porcii 
відрізняються за складом компонентів. У ре-
зультаті дослідження біологічної активності 
сесквітерпенових лактонів встановлено ан-
тимікробну дію їхніх хлороформних смолок, 
а також індивідуальних компо нентів.

Таким чином, було підібрано умови вилу-
чення, очищення та фракціонування сескві-
терпенових лактонів S. discolor і S. porcii, за 
допомогою ТШХ виявлено відмінності у спек-
трі експлантів рослин in vitro та дикорослих 
рослин S. discolor і S. рorcіi, а також антимі-
кробну активність сесквітерпенових лакто-
нів, яка значною мірою зумовлена дією ком-
понентів з Rf 0,36 та 0,95.

Рис. 5. Антитимікробна активність 
індивідуальних сесквітерпенових

лактонів S. discolor із Rf 0.95 (22,68±1,46 мм) 
та Rf 0.36 (19,25±1,26 мм)

Rf  0,95

Rf  0,36

REFERENCES
1.  Tasenkevich L. Red List of Vascular Plants of 

the Carpathian Mountains. Lviv: State Museum 
of Natural History, NAS of Ukraine. 2002, 29 p.

2.  The Red Book of Ukraine. The plantage ed. by 
J. P. Dіduha. Kyiv: Globalconsulting. 2009, 
900 p. (In Ukrainian).

3.  Zhang S., Won Y. K., Ong Ch. N., Shen H. M. Anti-
cancer potential of sesquiterpene lactones: bioac-
tivity and molecular mechanisms. Cur. Med. Che-
mistry-Anti-Cancer Agents. 2005, 5(3), 239–249.

4.  Choi S. Z., Choi S. U., Lee K. R. Cytotoxic ses-
quiterpene lactones from Saussurea calcicola. 
Arch. Pharm. Res. 2005, 28(10), 1142–1146.

5.  Pandey M. M., Govindarajan R., Ravat A. K., Pal-
pu P. Free radical scavenging potential of Saussurea 
costus. Acta Pharm. 2005, N 55, P. 297–304.

6.  Yang J-L., Wang R., Lin J-L., Shi Y-P. Phy-
tochemicals and biological activities of Sau-
ssurea species. J. of Asian natural Products 
Research. 2010, 12(2), 162–175.

7.  Yang M., Wang C. M., Zhang Q. Sesquiterpenes, 
lignans and other constituents from Saussurea 
macrota. Pharmazi. 2004, 59(12), 972–976.

8.  Adekenov S.M, Kagarlitskii A.D. The chemis-
try of sesquiterpene lactones. Alma-Ata: Gy-
lym. 1990, 188 p. (In Russian).

9.  Alebastrov O.V. The regio- and stereoselective 
transformations of sesquiterpene lactones. 
Part 1. Int. Sci. J. Alt. Energy Ecol. 2005, 
10(30), 20–35. (In Russian).

10.  Pat. N. 65665. A01N4/00. The method of mi-
croclonal breeding of species of Saussurea 
discolor (Willd.) DC. and Saussurea porcii 
Degen. Marchenko M. M., Shelyfist A. E, Che-

ban L. M., publ.12.12. 2011, Bull. N 23. (In 
Ukrainian).

11.  Pat. N. 69107. A61K31/365. The method of pro-
ducing sesquiterpene lactones from the leaves 
of Saussurea discolor (Willd.) DC. Marchen-
ko M. M., Shelyfist A. E, Cheban L. M., publ. 
25.04.2012, Bull. N 8. (In Ukrainian).

12.  The State Pharmacopoeia of Ukraine. Kyiv. 
2004, 2000 p. (In Ukrainian).

13.  Belyakov K. V., Popov D. M. Getting the 
standard sample of alantolaktone. Pharma-
cy. 2004, N. 1, P. 37–39. (In Russian).

14.  Belyakov K. V. The definition of sesquiter-
pene lactones in the rhizomes and roots of 
Elecampane (Inula helenium L.). Pharmacy. 
2003, N. 3, P. 10–12. (In Russian).

15.  Fritsch N. I., Vivcharuk L. M., Mizyuk R. M. The 
study of antimicrobial activity of plants of the 
heath family (Ericaceae Juss.). Pharm. Maga-
zine. 2005, N. 2, P. 97–104. (In Russian).

16.  Marchenko M. M., Shelyfist A. E., Cheban L. M. 
The characteristics of the biologically active 
compounds of Saussurea porcii Degen. Biol. 
syst. 2010, 2(1), 12–15. (In Ukrainian).

17.  Paulsen E. Contact sensitization from Compos-
itae-containing herbal remedies and cosmetics. 
Contact Dermatitis. 2002, 2(47), 189–198. 

18.  Ren G.,Yu Z. M., Chen Y. L., Wu S. H. Sesqui-
terpene lactones from Saussurea alata. Nat. 
Prod. Res. 2007, 3(21), 221–226. 

19.  Sharma R. K., Shanti S. S. Seed germination 
behaviour of some medicinal plants of Lahaul 
and Spiti cold desert: implications for conser-
vation and cultivation. Cur. sci. 2006, 90(8), 
1113–1118. 



Experimental  articles

91

СВОЙСТВА СЕСКВИТЕРПЕНОВЫХ 
ЛАКТОНОВ КУЛЬТИВИРУЕМЫХ in vitro 

Saussurea discolor (Willd.) DC. 
И S. porcii Degen

М. М. Марченко
А. Е. Шелифост

Л. Н. Чебан

Черновицкий национальный университет 
имени Юрия Федьковича, 

Черновцы, Украина

Е-mail: larisa.cheban@mail.ru

С помощью методов УФ- и ИК-спектроско-
пии в растительном сырье Saussurea discolor 
(Willd.) DC. (соссюрея разноцветная) и S. porcii 
Degen (соссюрея Порциуса), редких видов рода 
Saussurea DC., установлено присутствие се-
сквитерпеновых лактонов. Аналогичные ре-
зультаты получены и для растений, культиви-
руемых in vitro. Содержание в них сесквитерпе-
новых лактонов близко к содержанию в интакт-
ных растениях и более высокое для S. discolor.

Разработаны условия извлечения (5-днев-
ной экстракцией хлороформом), очищення 
(адсорбционной хроматографией на колонке) 
и фракционирования (тонкослойной хромато-
графией) смолки сесквитерпеновых лактонов. 
С помощью тонкослойной хроматографии об-
наружены качественные различия их спек-
тра для эксплантов растений, выращенных in 
vitro, и дикорастущих S. discolor и S. рorcіi. 
Растительный материал обоих исследуемых 
видов отличается также содержанием основ-
ных компонентов спектра сесквитерпеновых 
лактонов. Выявлена его зависимость от ус-
ловий выращивания. Компоненты с Rf 0,36 
и 0,95 в исследуемом сырье содержатся в мак-
симальном количестве.

С применением метода диффузии в агар у се-
сквитерпеновых лактонов обнаружена антими-
кробная активность. Как тест-систему исполь-
зовали Baсillus subtilis. Антимикробная актив-
ность установлена для суммы сесквитерпеновых 
лактонов. Она в значительной степени обуслов-
лена действием компонентов с Rf 0,36 и 0,95.

Полученные результаты свидетельствуют 
о способности S. discolor (Willd.) DC. и S. porcii 
синтезировать in vitro сесквитерпеновые лак-
тоны, а также о возможности использования 
растительного сырья культивируемых ра-
стений как их источников. Для сесквитерпе-
новых лактонов исследуемых видов доказана 
антимикробная активность.

Ключевые слова: Saussurea discolor (Willd.) 
DC., S. porcii Degen, сесквитерпеновые лакто-
ны, тонкослойная хроматография, антими-
кробная активность.

PROPERTIES OF THE SESQUITERPENE 
LACTONES OF in vitro CULTIVATED 

Saussurea discolor (Willd.) DC. 
AND S. porcii Degen

M. M. Marchenko
А. E. Shelifist
L. М. Cheban

Phedkovitch Chernivtsy National University, 
Chernivtsy, Ukraine

E-mail: larisa.cheban@mail.ru

Using the UV- and IR-spectroscopy methods 
in the plantstuff of Saussurea discolor (Willd.) 
DC. and S. porcii Degen, that are infrequent spe-
cies of the genus of Saussurea DC., the existence 
of the sesquiterpene lactones in them was deter-
mined. Similar results for the plants cultivated 
in vitro were received. The contents of the ses-
quiterpene lactones are approximate to the same 
ones in the intact plants. It was found as well that 
the plants of S. discolor have their higher total 
content.

We elaborated the separation criterions 
(under 5-days extraction of chloroform), puri-
fication (using the adsorption chromatography 
column) and fractionation (applying thin layer 
chromatography) for the amounts of the sesqui-
terpene lactones. By thin layer chromatography 
there were detected the qualitative differences of 
their spectrum for the explants of plants, grown 
in vitro and for the S. discolor and S. porcii wild 
plants. The plant material of both investigated 
species differs besides by the quantitative con-
tent of the main components of the sesquiterpene 
lactones. All the investigated materials showed 
maximum amounts of Rf 0,36 and 0,95 compo-
nents.

By diffusion in agar method the existence of 
the antimicrobial activity of the sesquiterpene 
lactones was detected. The test-system was Bacil-
lus subtilis. This property was conditioned main-
ly by the action of the components of Rf 0,36 and 
0,95.

The results give evidence for the ability of 
S. discolor and S. porcii to synthesize the sesqui-
terpene lactones. The cultivated in vitro plants 
could be as their sources. So the sesquiterpene 
lactones of S. discolor and S. porcii have the anti-
microbial activity. 

Key words: Saussurea discolor (Willd.) DC., 
S. porcii Degen, sesquiterpene lactones, thin 
layer chromatography, antimicrobial activity.
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Diabetes is becoming one of the prevalent 
disease conditions worldwide. Diabetes melli-
tus, often simply referred to as diabetes, is a 
group of metabolic disease in which a person 
has high blood sugar, either because the body 
does not produce enough insulin, or as a result 
of insensitivity of target cells to the insulin 
that is produced [1]. Clinically, there are three 
main types of diabetes: Type 1 diabetes melli-
tus, also known as Insulin Dependent Diabetes 

Mellitus (IDDM) or juvenile onset diabetes is 
caused by an autoimmune destruction of the 
insulin secreting -cells of the pancreas [2]. It 
usually develops during childhood, adolescence 
or during early adulthood [3], since the insulin 
producing  cells are partially or completely 
loss, the patient requires daily injection of in-
sulin [4]. It is also characterized by a condition 
in which the pancreas does not produce insulin 
at all, which could be as a result of damage on 
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The study was aimed to investigate some untoward effects that could be associated with the use of 
P. nitida as hypoglycemic agent using some biochemical and histological evidences. 

The antioxidant property of the plant was determined by using 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical 
scavenging activity. Biochemical studies in plasma using determining the testes such as blood glucose, 
alanine and aspartate aminotransferases, gamma glutamyl transferase activities, electrolytes (sodium, 
potassium and bicarbonate, lipid peroxidation levels, haematological parameters (red blood cell and 
whole blood cell, platelets,  and lymphocyte counts), blood glucose level, lipid profile, and also liver and 
kidney function tests  were  performed. Histopathological examinations of the liver, kidney and pancreas 
were done following the standard Heamatoxylin and Eosin staining method.

 Methanol extract of the seeds has the highest antioxidant level (36.73%), indicating higher free 
radical scavenging activity; followed by aqueous extract (19.36%) and coconut water extract (4.09%). 
There was significant reduction (P < 0.05) in blood glucose of all the treated rats at the end of the exper-
iment (ranging from 55.59% to 41.66%). Significant increase (P < 0.05) in body weights of the treated 
rats were also observed at the end of the treatment (ranging from 9.26% to 38.89%). There was a sig-
nificant (P < 0.05) increase in the hematological parameters in all the extract treated groups. There was 
also significant decrease (P < 0.05) in the lipid profiles of the treated groups. Plasma studied enzymes  
activities  decreased in all treated groups. Ionoregulatory disturbances observed included hyperkalemia 
and hypernatremia in all the treated groups but were reduced significantly (P < 0.05) at the end of the 
treatment. Urea and bicarbonate concentrations and also of lipid peroxidation level decreased signifi-
cantly in all the groups. The histopathological studies revealed that the extracts were unable to amelio-
rate some observable pathologic conditions associated with induced diabetic tissues. Although, diabetes 
mellitus have been reported to be associated with varied histological changes in different organs, in this 
study, histological examinations of the pancreas of the treated and untreated groups showed varying 
degree of degenerations but the extent of severity in the lesions were more pronounced in the extract 
treated groups. In this relation the obtained results of  this study which revealed the hypoglycemic and 
antioxidant potentials of Picralima nitida seed extracts for the treatment of diabetes mellitus   should be 
taken with caution in administering the P. nitida seed extract as an hypoglycemic agent.
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the pancreatic cells. Type 2 is often referred to 
as Insulin Independent Diabetic which is char-
acterized by a condition in which the pancreas 
does not produce enough insulin or the insulin 
produced is not working properly. Gestational 
diabetes is when pregnant women who have 
never had diabetes before have high blood glu-
cose level during pregnancy, in some cases it 
may precede development of diabetes type 2 
[2]. Long term diabetes mellitus is commonly ac-
companied by other cardiovascular risk factors 
such as dyslipidemia, hypertension, prothrom-
bic factors and microvascular problems involv-
ing eyes, kidney and peripheral nerves [5].

Treatment of diabetes is very important 
because it is a life threatening ailment and 
presently there is no known cure [6]. Manage-
ment of diabetes often concentrates on keeping 
blood sugar levels close to normal (euglycemia) 
as possible without presenting undue danger 
to the patient. Dietary management, regular 
exercise, and use of appropriate medications 
are some other management regime. Long 
term diabetes mellitus is commonly accompa-
nied by other cardiovascular risk factors such 
as dyslipidemia, hypertension, prothrombic 
factors, ketoacidosis, and non-ketotic hyper-
sosmolar coma and microvascular problems 
involving eyes, kidney and peripheral nerves 
failure, poor wound healing, gangrene on the 
feet which may lead to amputation and erectile 
dysfunction or impotence [5, 7]. 

Picralima nitida is a member of the fami-
ly Apocynaceae and order gentianales and is 
widely distributed in the tropical rainforests 
of Africa, as homesteads or bushes [8, 9]. It 
can measure up to 20–35 m high when fully 
grown, having white flower in terminal inflo-
rescence and very large paired fruits (pods). 
Its leaves are opposite, simple, and entire. 
The fruit (pod) has many seeds which are usu-
ally embedded in the pulpy material known as 
pulp. The pericarp of the fruit which contains 
latex is known as the rind [10]. P. nitida seed 
is known as Akuamma seed in Ghana, Osi-igwe 
seed in Igboland (Eastern Nigeria), Eso Abere 
in Yorubaland (Western Nigeria) [11].

 Picralima nitida (Abere) has been used as 
antimalarial, antifungal, analgesic and an-
tidiabetic agent. Traditionally, the seeds are 
crushed or grinded into powdery form and tak-
en orally, for the treatment of malaria, diar-
rhoea, diabetic, as a painkiller and stimulant. 
The antimicrobial, antipyretic and antifungal 
activities of this plant have been reported [12–
14]. Pronounced inhibitory activities against 

asexual erythrocytic forms of Plasmodium 
falciparum was reported to be highest in the 
root, stem, bark, and fruit rind extracts while 
the leaf and seed extracts yielded much lower 
activity or were completely inactive [15]. The 
antimalarial activity of the plant has been at-
tributed to its alkaloid components [16–18]. 
The trypanocidal and antileshmanial activi-
ties of the plant have been reported [19, 20]. 
The plant also possesses opium analgesic [21, 
22] and anticholinesterase properties [23]. The 
seeds of Picralima nitida extract have also 
been reported to possess hypoglycaemic, with 
the coconut water extract of the seed having 
higher hypoglycaemic effect than the aqueous 
extract [24, 25]. 

This study was designed to evaluate some 
possible untoward effects the P. nitida seed 
extracts could have while using it as an hypo-
glycemic or antidiabetic agent using both bio-
chemical and histological tests.

Materials and methods

 Materials
Fresh seeds of Picralima nitida were pur-

chased from Itoku market in Abeokuta, Ogun 
State, Nigeria and were authenticated by Dr. 
Aworinde (Plant taxonomist) of the Depart-
ment of Biological Sciences, Federal Universi-
ty of Agriculture Abeokuta. Technology of the 
seeds obtaining is contain washing and rinsing 
with distilled water, mopping with clean tis-
sue paper, cutting into pieces and allowed to 
air dried after which they were grinded into 
powdery form. 

Animals
42 adult Wistar rats purchased from the 

College of Veterinary Medicine, University 
of Agriculture Abeokuta were used for this 
study. The rats were allowed to acclimatize for 
seven days in cages at room temperature. They 
were given free access to commercial feed and 
water ad libitum. 

A Technology of Extract Preparation 
Twenty-five grams (25 g) each of the dried 

powdery form of the Picralima nitida seed was 
soaked into 500 ml of distilled water, coconut 
water and methanol separately. The mixture 
was shaken vigorously and stirred at regular 
interval for 48 hrs to allow for equilibration 
of the mixture. The mixture was then filtered 
using sterile muslin bag, and the filtrate ob-
tained was concentrated to constant residual 
weight which was used to calculate percentage 
yield. The extract obtained was kept inside air 
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tight container and stored at 4 C prior to use. 
The percentage yield for methanolic, dis-

tilled water and coconut water extracts were 
74.6%, 25.04% and 35.8% respectively.

Determination of antiradical activity of Pi-
cralima nitida 

The antiradical activity of the plant was 
determined by using 1, 1-diphenyl-2-picryl-
hydrazyl (DPPH) radical scavenging activity 
as described by Ayoub et al., [26]. The DPPH 
radical scavenging activity was calculated us-
ing the formula:

DPPH radical scavenging activity (%) = 
[(A0 – A1/A0)  100].

Where A0 is the absorbance of the control, 
A1 is the absorbance of extract or standard 
sample.

Induction of Diabetes Mellitus
Diabetes mellitus was induced in the rats 

following the method described in [26]. The 
rats were given a single intraperitoneal injec-
tion of 150 mg/kg of freshly prepared alloxan 
monohydrate dissolved in normal saline after 
an overnight fasting. Rats that survived after 
the seventh day with blood glucose concentra-
tions more than 150 mg/100ml were consid-
ered diabetic.

Animal grouping and administration of extract
The rats were divided into seven groups of 

six rats per group and treated as follows:
Group 1: served as control; non-induced 

rats and were given free access to normal 
feed and water ad libitum. Group 2: untreated 
diabetes-induced rats. Group 3: non-induced 
rats, received coconut water only. Group 4: 
diabetes-induced rats, received coconut water 
extract (100 mg/kg body weight). Group 5: dia-
betes-induced rats, received distilled water ex-
tract (100 mg/kg body weight). Group 6: dia-
betes-induced rats, received methanol extract 
(100 mg/kg body weight). Group7: diabetes in-
duced rats, received 10 mg/kg body weight of 
glibenclamide (standard drug).

Blood Glucose Determination
A drop of blood was collected by cutting the 

tip of the tail of conscious rat and placed on the 
strip of ACCU-CHEK glucometer for the de-
termination of blood glucose.

Periodic Weighing
Body weights of each rats in all the groups 

was measured every three days throughout the 
period of the treatment.

Blood collection and dissection
At the end of the experiment, the rats were 

anesthesized under light diethyl ether, blood 
samples was collected from each rat by cardi-

ac puncture into heparinised tubes. The tubes 
were rocked gently to allow proper mixing of 
the blood. Thereafter, the rats were dissected 
and the liver and kidneys of each rat excised, 
mopped, weighed and stored in 10% formalin 
for histopathological studies. 

Preparation of Plasma 
Test tubes containing whole blood samples 

collected were centrifuged at 4000 rpm for five 
minutes, the supernatant (plasma) was decant-
ed into another tube and labeled accordingly.

Biochemical Analysis
Plasma Aspartate Aminotransferase (AST) 

and Plasma Alanine Aminotransferase (ALT) 
assays: AST and ALT was measured spectro-
photometrically by the method of Reitman and 
Frankel [27] as described in Randox kit manual. 

Plasma Urea
Urea in the plasma was determined using 

Urease-Berthelot method as described in Ran-
dox kit manual [28].

Plasma Cholesterol
Plasma cholesterol was determined after 

enzymatic hydrolysis and oxidation according 
to the method described by Trinder [29] as de-
scribed in Randox diagnostic kit manual.

Plasma Triglycerides
Plasma triglycerides are determined after 

enzymatic hydrolysis with lipases according to 
the method described in Randox kit manual.

Estimation of vLDL-Cholesterol
The concentration of Very Low Density Li-

poprotein (vLDL) cholesterol was calculated by 
modification of the Friedewald formular [30]. 
vLDL-Cholesterol was calculated as Triglycer-
ol concentration obtained divided by five.

Plasma Gamma-glutamyltransferase (GGT)
 Plasma GGT was measured spectrophoto-

metrically by the method described by Szasz 
[31] as described in Randox Diagnostic kit 
manual.

Lipid peroxidation
The extent of lipid peroxidation was esti-

mated in terms of thiobarbituric acid reactive 
species (TBARS) by measuring the amount of 
malondialdehyde (MDA) formed according to 
the method described by Drapper et al. [32], 
with slight modifications. 

Determination of plasma sodium and po-
tassium 

Plasma sodium and potassium concentra-
tion were determined using the flame photom-
etry method.

Determination of Bicarbonate concentration
The plasma bicarbonate concentration was 

determined by titration.
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Packed Cell Volume (PCV) Estimation
PCV was determined by the microhaemato-

crit method [33] as described by Omotainse and 
Anosa [34].

Haemoglobin (Hb) Concentration 
The haemoglobin concentration was deter-

mined colorimetrically using Cypress diagnos-
tic kit.

Red Blood Cell (RBC) and Whole Blood Cell 
(WBC) count

The RBC and total WBC counts were car-
ried out by the use of the Neubauer haemocy-
tometer according to the method of Schalm et 
al. [33] as described by [34].

Histopathological examinations
Histopathological examinations of the 

liver, kidney and pancreas was done following 
the standard Heamatoxylin and Eosin (H&E) 
staining method as described by Krause [35].

Statistical Analysis
Results obtained were expressed as mean 

± S.D. The levels of homogeneity among the 
groups were tested using one-way Analysis 
of Variance (ANOVA) and Duncan Multiple 
Range Test (DMRT). Analysis was done using 
statistical package for Social Science (SPSS) 
version 16.0. Difference at P < 0.05 were con-
sidered statistically significant.

Results and discussion

The antiradical activity of the different ex-
tracts of Picralima nitida seeds

The antiradical activity of all the studied 
extract of P. nitida seed are summarized in 
Table 1. The methanolic extraction of the seed 
has the lowest absorbance among the three 
when compared with the standard, indicating 
higher free radical scavenging activity.

Body weight of Animals
Table 2 shows the summary of the effect 

of the plant seed extracts on body weights of 
the animals. After the intraperitoneal injec-
tion of 150 mg/kg alloxan monohydrate, mean 
body weight of all the alloxan-induced groups 
were significantly reduced (P < 0.05). During 
treatment, all diabetic-induced but treated 
rats showed increase (P < 0.05) in body weight 
when compared with their weights after induc-
tion prior treatment. The result showed higher 
weight gain in the rats treated with methano-
lic and coconut water extract of P. nitida seeds 
when compared to other treated groups. There 
was consistent increase in weight of the nor-
mal control groups while the diabetes induced 
but not treated group showed a consistent de-
crease in weight throughout the experiment.

The summary of the blood glucose levels of 
the rats is presented in Table 3. Before induc-
tion of diabetes the mean blood glucose level 
of the rats ranged from 81.67 to 91.33 mg/dl. 
There was increase in the mean blood glucose 
of all the induced groups, having values be-
tween 223.33 and 265.33 mg/dl which con-
firmed them diabetic. All the groups treated 
with the extracts had decreased mean glucose 
values respectively. Glibenclamide treated 
rats also showed decrease in mean blood glu-
cose from 245.00 to 110.67 mg/dl at the end 
of the experiment. However, the diabetic un-
treated rats maintained high plasma glucose.

Effects of treatment on the haematologi-
cal parameters are presented in Table 4. The 
Packed Cell Volume (PCV) and Hb contents of 
the alloxan-induced but untreated group and 
the induced but distilled water extract treated 
group were significantly lower (P < 0.05) than 
the control. Only the induced but methanol ex-
tract treated group had no significant differ-
ence in the RBC content when compared with 
the control. The WBC and lymphocyte con-
tents of all the alloxan induced groups were 
significantly lower (P < 0.05) than that of the 
control, with the alloxan-induced untreated 
group having the lowest value. Comparison 
the lymphocyte contents of the induced groups 
with the non-induced group, only the alloxan- 
induced and the glibenclamide-treated groups 
had a significant increase (P < 0.05). Alloxan 
induced-methanolic extract-treated group had 
the least lymphocyte level.

Table 5 depicts the effect of treatments 
on some lipid profile parameters. The re-
sult showed that alloxan caused significant 
(P < 0.05) increase in the lipid profile (total 

Table 1. The antiradical  activity  of the different 
extracts of Picralima nitida seeds

EXTRACT ABSOR BANCE %  INHIBI TION

AQUEOUS 
EXTRACT 0.444 19.36

METHA NOLIC 
EXTRACT 0.348 36.73

COCONUT 
WATER 

EXTRACT
0.528 4.09

STANDARD 
(VIT C) 0.0015 100
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Table 2.  Effect of treatments of Picralima nitida seeds extract on body weight (g) of rats

GRP TREAT-
MENT DAY 1 DAY 7 DAY 10 DAY 13 DAY 16 DAY 19

1 Control 80 ±11.18a 99 ±13.42a 107±10.37b 117±10.37b 122 ±7.58bc 132±10.37bc

2 Alloxan 
only 129 ±4.18b 118±4.48b 115 ±4.08b 111 ±7.50b 109 ±9.02a 108±11.68ab

3 CW only 80 ±11.18a 103 ±13.0ab 115±11.18b 128±13.51bc 143±11.51cd 151 ±15.58c

4 A + CW 120±20.92b 104±11.94ab 104±20.43ab 111 ±22.75b 123±16.47bc 134 ±13.77c

5 A + DS 105±20.92b 92 ±16.05a 90 ±13.69a 88±9.75a 97 ±10.41a 98 ±17.56a

6 A + MET 124±6.88b 115±10.61b 123±18.37b 142±5.77c 147±10.41d 150±10.00c

7 A + GLIB 126±29.88b 109±20.43ab 123±16.05b 127±23.63bc 132±27.54bcd 142±27.54c

Notes: hereinafter – values are mean ± SD. Values within the same row with different superscripts are signifi-
cantly different at P < 0.05, (n = 6); CW only: Coconut water only; A + CW: Alloxan + Coconut water extract of 
P. nitida seed; A + DS: Alloxan + Distilled water extract of P. nitida seed; A + MET: Alloxan + Methanol extract 
of P. nitida seed; A + GLIB: Alloxan + Glibenclamide.

Table 3. Effect of treatments of Picralima nitida seeds on the plasma glucose level (mg/dL) of rats

GR TREAT-
MENT DAY 1 DAY 7 DAY 10 DAY 13 DAY 16 DAY 19

1 Control 90.60±5.18a 84.80±3.96a 85.20±5.26a 81.6±6.27a 84.6±4.22a 81.4±5.94ab

2 Alloxan 
only 91.33±6.51a 265.33±41.59b 292±66.73c 250.67±35.02c 249.67±40e 247.67±46.2d

3 CW only 83.60±5.59a 82.80±5.07a   83±4.47a 79.6±8.68a 91.8±1.3a 75±9.03a

4 A+ CW 86.75±10.99a 234.25±32.09b 227.75±31.17b 204±9.35b 194.75±8.66d 144.5±45.2c

5 A + DS 81.67±7.57a 223.33±29.19b 287±62.64c 223.33±34.5bc 174±3.46cd 128.67±21c

6 A+MET 88.67±3.06a 249.33±39.53b 214.67±11.72b 196.33±29.02b 150.67±5.13bc 122.67±6.11bc

7 A+GLIB 79.33±14.01a 245.00±33.45b 203.33±39.07b 193±29.51b 134.67±22.37b 110.6±4.58abc

Table 4. Effect of treatments of Picralima nitida on some hematological parameters of rats

GRP TREAT-
MENT PCV (%) Hb (g/dl) RBC 

( 106/mm3)
WBC 

(103 mm3)
PLAT 

(103 mm3) LYMP (%)

1 Control 45.08±3.03cd 15.05± 0.89c 7.66±0.48d 10.10±0.69d 638.20±7.86e 64.00±2.55ab

2 Alloxan 
only 31.53±1.67a 10.34±0.43a 5.43±0.31a 5.13±0.21a 217.00±6.25a 77.67±3.51d

3 CW only 41.40±2.69bc 13.99±0.78bc 7.30±0.29cd 9.04±0.27d 637.40±7.89e 65.20±2.28b

4 A + CW 41.08±0.72bc 13.69±0.59bc 6.88±0.21bc 7.68±0.33c 244.67±8.60c 62.75±2.87ab

5 A + DS 38.40±6.27b 12.74±2.08b 6.43±0.47b 6.47±0.40c 294.67±8.33c 63.00±3.61ab

6 A + MET 46.70±1.45d 15.24±0.52c 7.80±0.26d 8.33±0.45c 419.33±6.03d 60.00±3.46a

7 A + GLIB 42.73±2.18bc 14.20±0.63bc 7.03±0.47bc 5.80±0.36ab 228.00±11.14a 71.33±1.53c
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cholesterol, triglyceride and vLDL) of the 
treated and untreated groups when compared 
with the control. However, treatments with 
the P nitida seed extracts showed significant 
(P < 0.05) reduction of the lipid profile levels. 
The cholesterol, triglycerol, and very Low Den-
sity Lipoprotein values of the alloxan-induced 
glibenclamide treated group were significant-
ly lowered (P < 0.005) when compared with 
the control. The alloxan-induced but distilled 
water treated group showed a significant in-
crease in the lipid profile when compared with 
all other groups.

The influence of treatments on some liver 
function test parameters is presented in Table 6. 
The alloxan- induced but untreated group 
showed a significant increase in the activities 
of all marker enzymes namely; GGT, AST, and 
ALT, when compared with the control. None of 
the treatments was able to bring the activities 
of these enzymes to the level of the control.

Electrolytes and urea plasma levels of 
the different groups of rats were presented 
in Table 7. There was no significant differ-
ent (P > 0.05) between distilled water extract 
treated group and glibenclamide treated group 
as well as between the control and group ad-
ministered coconut water only. All the renal 
function parameters (urea, sodium, potassium 

and bicarbonate) of the glibenclamide group 
reduced significantly (P < 0.05) when com-
pared with the control group.

Table 8 shows the summary of values of MDA 
concentration in the plasma of different groups. 
The MDA content of the extract treated groups 
decreased (P < 0.05) when compared to the con-
trol. However, the group administered alloxan 
only had a significant increase (P < 0.05) in the 
MDA content when compared to the control.

HISTOLOGICAL STUDIES
The liver
Histopathological examination of the liver 

of the rats in groups 1 and 3 showed normal ap-
pearance/architecture of the hepatocytes, bile 
ducts and blood vessels (Fig. 1).

Examination of the liver of untreated al-
loxan induced diabetic group showed lesions 
which include mononuclear cell infiltration 
of the portal triads particularly around the 
bile duct (Fig. 2), necrosis of the hepatocyte, 
diffuse disorganisation of the hepatocyte 
cords and diffuse distribution of mononuclear 
cells in the sinusoids. Photomicrograph of the 
treated groups also showed varying degree of 
lesions (Fig. 2–7). The degree of lesions in the 
treated groups are however milder compared 
to the untreated group.

Table 5. Effect of treatments on some lipid profile parameters of rats

GRP TREATMENT Total CHOL (mg/dl) TRIG (mg/dl) vLDL (mg/dl)

1 Control 87.20±3.69a 62.40±3.49ab 12.48±0.69ab

2 Alloxan only 120.47±2.99e 96.70±2.21d 19.34±0.44d

3 CW only 87.72±3.05a 64.80±2.89ab 12.88±0.52ab

4 A + CW 97.88±1.42b 67.03±7.55bc 13.41±1.51bc

5 A + DS 110.67±3.16d 74.40±4.79c 14.88±0.96c

6 A + MET 103.63±4.30c 67.23±5.39bc 13.45±1.08bc

7 A + GLIB 98.03±2.85b 58.50±5.99a 11.70±1.19a

Table 6. Effect of treatments on activities of some markers enzymes of hepatotoxicity in rats

GRP TREATMENT GGT (U/L) AST (U/l) ALT(U/l)

1 Control 23.82 ± 2.10a 22.65 ± 2.90a 37.02±2.20a

2 Alloxan only 67.10 ± 3.30e 79.01 ±  0.72f 54.38±4.45d

3 CW only 25.00 ± 1.49a 35.93 ±  1.82b 37.76±1.19a

4 A + CW 34.38 ± 2.11bc 45.16 ± 4.83c 38.78±1.75ab

5 A + DS 38.90 ± 1.92d 55.17 ± 4.81d 40.63±1.31ab

6 A + MET 35.40 ± 3.48cd 37.80 ± 0.70b 42.00±1.76bc

7 A + GLIB 30.97 ± 3.29b 60.69 ± 1.54e 45.67±3.79c
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Table 7. Effect of treatments of Picralima nitida seeds on renal function parameters in rats

GRP TRTMENT UREA 
(mg/dl)

SODIUM
(mmol/L)

POTASSIUM
 (mmol/L)

BICARBONATE
 (mmol/L)

1 Control 19.58±1.86a 73.00±7.42a 3.56±0.61a 12.00±1.23a

2 Alloxan only 54.43±4.15e 131.67±3.50d 9.53±0.31d 22.33±1.16d

3 CW only 19.64±2.29a 86.40±1.67b 7.02±0.33bc 16.00±1.00b

4 A + CW 44.05±1.82d 94.75±12.37bc 7.13±0.61bc 16.50±2.08bc

5 A + DS 35.43±2.45c 98.67±9.29c 7.83±0.72c 18.33±1.16c

6 A + MET 26.97±1.06b 104.33±3.22c 8.07±0.59c 18.00±1.00bc

7 A + GLIB 34.93±1.59c 85.00±2.00b 6.10±2.23b 13.67±0.58a

Table 8. Effect of treatments of Picralima nitida 
seeds on lipid peroxidation level in rats

GRP TREATMENT MDA (μmol/L)

1 Control 0.48±0.33a

2 Alloxan only 3.20±0.76c

3 CW only 0.49±0.36a

4 A + CW 1.24±0.38b

5 A + DS 1.25±0.27b

6 A + MET 1.27±0.21b

7 A + GLIB 1.19±1.91b

Fig. 1. Photomicrograph of the liver section 
showing normal appearance of the perivascular 

spaces of the hepatocytes (P) and blood vessel (V) 
in the liver:

of the normal control groups (1 and 3). 200 H&E

Fig. 2. Photomicrograph of the liver section 
showing infiltration of perivascular space (V) 

of the hepatocytes:
 in the untreated diabetes induced group.

 200 H&E

Fig. 3. Photomicrograph of the liver section show-
ing bile duct hyperplasia (D) in the hepatocytes:

 of the induced groups treated with 100mg/kg 
of coconut water and distilled water extraction 

of P. nitida. 400 H&E

Fig. 4. Photomicrograph of the liver section show-
ing perivascular cellular infiltration (PI) and dis-
organized hepatic cords in the hepatocytes (DH):
 of the diabetic group treated with glibenclamide. 

400 H&E

Fig. 5. Photomicrograph of the liver section show-
ing severe periportal cellular infiltration (P) and 

disorganized hepatic cords of the hepatocytes:
 in the diabetic group treated with coconut water 

and methanolic extraction of P. nitida seeds. 
200 H&E
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The Kidney
Photomicrograph of the kidney of the con-

trol rats revealed normal appearance of the 
glomeruli, tubules and blood vessels (Fig. 8).

Histopathological examination of the un-
treated group showed necrosis of the Bow-
man’s capsule, enlarged perivascular space 
(oedema) of the kidney and tubular necrosis 
of the kidney. The group treated with coconut 
water extraction showed diffuse massive tu-
bular epithelial cell degeneration, glomerular 
necrosis, congestion of the vessels and degen-
eration of the renal tubules. Similar lesions or 
more severe than these were seen in the other 
treated groups. 

The Pancreas
The lesions observed in the different 

groups in the pancreas were as summarized in 
the Table 9 and Figures 11–18. These lesions 
include necrosis of the exocrine and fat cells, 
enlargement of the islet of Langerhans, hyper-
plastic ducts, proliferation of the blood vessels 
and blockage of the tubules by necrotic and 
inflammatory cells. Other lesions include the 
thickening of the tubular wall, perivascular 
necrosis and fibrosis as well as vascular degen-
eration of the cells of the islets. 

Diabetes is a common and very prevalent 
disease affecting the people in both developed 
and developing countries [36]. According to 
the World Health organization’s report in 
2006, at least 171 million people worldwide 
suffer from diabetes [37]. The incidence of 
diabetes mellitus is increasing rapidly and it 
is estimated that by the year 2030, this num-
ber will double [37]. The primary goal of treat-
ment of diabetes is to bring the elevated blood 
sugars down to a normal range in order to al-
leviate or prevent complications.

The use of herbal products for medicinal 
benefits has played an important role in near-
ly every culture on earth and for many years, 
not only because they are relatively cheap and 
readily available, but also due to ease with 

Fig. 6. Photomicrograph of the liver section show-
ing severe necrosis of hepatocytes (N):

 in the group treated with methanolic extraction 
of P. nitida seeds. 200 H&E

Fig. 7. Photomicrograph of the liver section 
showing necrosis of the hepatocytes (NH).

 200 H&E

Fig. 8. Photomicrograph of a section of the kidney 
of control group:

showing the normal appearance of the glomerulus 
(G), tubules (T), and blood vessels of the kidney. 

200 H&E

Fig. 9. Photomicrograph of a section of the kidney:
 showing necrotic glomerulus (NG) of the diabetic 
groups treated with coconut water, distilled water 
and methanolic extraction of the seeds of P. nitida. 

400 H&E

Fig. 10. Photomicrograph of a section of kidney 
showing congested blood vessels (B):

 in the groups treated with coconut water, distilled 
water, methanolic extraction of P. nitida seeds, 
also in glibenclamide treated group. 200 H&E
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Table 9. Summary of the severity of lesions in the pancreas in the various treatment groups

LESIONS
GROUPS

1 2 3 4 5 6 7

Necrosis of exocrine and fat cells – ++ – + + + +

Enlarged islet of langerhans – ++ – +++ +++ +++ +

Hyperplastic ducts and ductular proliferation – – – +++ +++ ++ +

Blockage of ductular lumen by inflammatory cells – ++ – + ++ ++ ++

Thickening of the walls of the tubules and vessels – – – ++ +++ ++ +

Peri-vascular necrosis and fibrosis – – – ++ +++ ++ ++

Vascular degeneration of the cells of the islets and 
fat cells – – – + + +++ +

Notes: – not present; + mild; ++ moderate; +++ severe.

Fig. 11. Photomicrograph of the pancreas section:
 showing of normal appearance of the langerhans 

isletsf (IL) in the pancreas of normal control 
groups. 400 H&E

Fig. 12. Photomicrograph of a section 
of the pancreas:

 showing degeneration of the langerhans islets 
(DI) and thickened duct (TD). 100 H&E
PANCREAS: hyperplastic ductular wall

Fig. 13. Photomicrograph of a section of the pancreas:
 showing mild hyperplasia (MH) of the ductular 

wall.  100 H&E

 Fig. 14. Photomicrograph of a section of the pancreas:
 showing severe hyperplasia (SH) of the ductular 

wall. 400 H&E

Fig. 15. Photomicrograph of a section of the pancreas:
 showing mild vacuolation (MV) of islet cells. 

200 H&E

Fig. 16. Photomicrograph of a section of the pancreas:
 showing periductal cellular infiltration (PI). 

200H&E
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which they can be administered. One of such 
disease condition in which herbal products is 
being advocated for it management is diabetes 
mellitus [38].

Changes in body weight are usually consid-
ered in all physiological conditions. The dia-
betic control group showed a remarkable de-
crease in body weight at the end of the study. 
On the other hand, increase in body weight was 
observed in all the seed extract treated groups 
and also in the control groups.

Increased oxidative reactions level shows 
the production of free radicals and reactive 
oxygen species which are formed under nor-
mal physiological conditions but may become 
deleterious when they are not quenched by the 
antioxidant molecule(s) within the systems 
[39]. The antiradical activity of the different 
extracts of Picralima nitida seeds showed that 
the methanolic extract of the seed have the 
highest percentage inhibition 36.73%, thus 
having higher free radical scavenging activ-
ity, this is followed by the aqueous extract 
19.36%, while the coconut water have the 
least percentage inhibition of 4.09%.

There have been reports on the increase 
in blood glucose during diabetes in rats and 
humans [40–44]. The blood glucose lowering 
effect of P. nitida extract after induction by 
alloxan is in agreement with the reports of Sa-

lihu et al. [24] and Inya-Agha et al. [45]. This 
could be attributed to the presence of some ac-
tive ingredient(s) that enhances its ability to 
increase the permeability of cell plasma mem-
brane to glucose. There has been an increase in 
the prevalence of atherosclerosis and hyperlip-
idaemia among diabetics worldwide [46]. This 
is said to occur as a result of the altered lipid 
profile in the serum of diabetic patients [47, 
48], which is as a result of increase in plasma 
triglycerides and total cholesterol levels. Hy-
percholesterolemia has been reported to oc-
cur in alloxan-diabetic rats [49, 50]. The most 
common lipid abnormalities in diabetes are hy-
pertriglyceridemia and hypercholesterolemia 
[51]. This was observed in the lipid profile of 
the diabetic control group. In our study there 
was a significant decrease in the lipid profiles 
of all the three groups treated with extracts 
of Picralima nitida seeds. However, the group 
treated with coconut water seed extract showed 
a significant decrease in total cholesterol level 
when compared with the control, followed by 
the methanolic extract treated group. There 
was also a significant decrease in the total 
triglyceride and vLDL of all the seed extract 
treated groups. However, glibenclamide been 
a standard drug for diabetes showed a most 
pronounced decrease in the lipid profile levels. 
The observed hypolipidemic effect may be at-
tributed to decreased blood glucose levels and 
decreased cholesterogenesis as well as fatty 
acid synthesis. This similar to the report of 
Bopanna et al. [52].

Anaemia is a medical condition caused by 
an abnormally low number of RBC, PCV and 
the Hb content. The anaemia occurring in di-
abetes is due to the increased non-enzymatic 
glycosylation of RBC membrane protein which 
correlates with hyperglycemia [1]. This study 
showed a marked reduction in the PCV and Hb 
content in the diabetes induced but untreated 
group. The treated groups showed improve-
ment in the PCV and Hb content. This indi-
cates that the seed extract of Picralima nitida 
might probably contain some phytochemicals 
that were able to increase or boast the level of 
packed cell volume and Hb concentration.

Aspartate- (AST) and alanine transaminase 
(ALT) are found predominantly in the liver, 
and are biochemical markers for liver injury 
in patients [3]. Elevated activity of both en-
zymes above normal is an indication of possible 
liver damage. Although, the diabetes induced 
groups all had high activities of AST and ALT 
when compared with the control, there was 

Fig. 17. Photomicrograph of a section of the pancreas:
 showing necrotic islet (NI). 400H&E

Fig. 18. Photomicrograph of a section of the pancreas:
 showing thickened pancreatic duct. 200 H&E

NI

TD



BIOTECHNOLOGIA  ACTA, V. 7, No 2, 2014

102

significant reduction in the activities of these 
enzymes in all the extract treated groups. Only 
the untreated group had very high levels, thus 
indicating liver impairment. 

Plasma GGT is a measure of the hepatobili-
ary system. Elevated plasma GGT activity has 
been reported to be found in diseases of the liv-
er, biliary system and pancreas [53]. There was 
a significant reduction in the plasma GGT of 
the treated groups. This indicates an improve-
ment in the hepatobilary system.

High lipid peroxidation level is a sign of 
oxidative damages. Oxygen free radicals spe-
cies have been implicated in the pathogenesis 
of diabetes mellitus [54]. This was seen in all 
the diabetes — induced groups, but the extract 
treated groups showed significant decrease in 
the extent of lipid peroxidation. This could 
probably be due to the presence of the alkaloids 
and glycosides present in the seed extracts. 
However, the untreated group had a very high 
level lipid peroxidation.

Picralima nitida seeds have been reported 
to be rich in alkaloids and glycosides [8, 24]. 
Glycosides present in the seeds have been re-
ported to be responsible for the blood glucose 
reduction through pancreatic and extra pan-
creatic effect. These pancreatic and extra pan-
creatic effects on the blood glucose could be 
through prevention of hepatic glucose over 

production, increase in glucose uptake by the 
muscles, inhibition of gastric emptying and/or 
increase in glucose permeability of plasma cell 
membrane.

Although, diabetes mellitus have been re-
ported to be associated with varied histologi-
cal changes in different organs, in this study, 
histological examinations of the pancreas of 
the treated and untreated groups showed vary-
ing degree of degenerations but the extent of 
severity in the lesions were more pronounced 
in the extract treated groups. The histopatho-
logical examination of the liver and kidney 
also revealed varying degree of degenerations 
in these organs. This suggests the inability of 
the different extracts administered to, either 
prevent the uptake of alloxan into the  cells, 
or to interfere with its destructive actions in 
the cells. It could therefore be concluded that 
although, Picralima nitida seed extracts were 
seen to reduce diabetes to some extent (with 
the methanolic extract having highest anti-
oxidant property than the others), however, 
this plant seed extract did not produce any ob-
servable ameliorative or regenerative proper-
ties to the organs damaged by alloxan. Thus, 
caution should be exercised while taking P. 
nitida seed extracts decoctions (tradition-
ally) or recommending it as a possible remedy 
against diabetes.
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За допомогою біохімічних і гістологічних 
методів вивчено деякі несприятливі ефекти, 
які можуть бути пов’язані з використан ням 
біопрепарату з насіння P. nitida як гіпо глі-
кемічного засобу. Антирадикальну ак тивність 
біопрепарату визначали за допомогою стабіль-
ного радикала 1,1-дифеніл-2-пікрилгідразилу. 
Біохімічні дослідження включали визначення 
активності аланін- і аспартатаміно-, гамма-
глутамілтрансферази, концентрації глюкози 
крові, електролітів (натрій, калій і бікарбо-
нат), рівня пероксидного окиснення ліпідів. 
Визначали також параметри крові (кількість 
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С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ БИОПРЕПАРАТА 
ИЗ ЭКСТРАКТА СЕМЯН Picralima nitida 
В КАЧЕСТВЕ АНТИДИАБЕТИЧЕСКОГО 
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С помощью биохимических и гистологиче-
ских методов изучены некоторые неблагопри-
ятные эффекты, которые могут быть связаны с 
использованием биопрепарата из семян P. nitida 
в качестве гипогликемического средства. 

Антирадикальную активность биопрепара-
та определяли с помощью стабильного радика-
ла 1,1-дифенил-2-пикрилгидразила. Биохими-
ческие исследования включали определение 
активности аланин- и аспартатамино-, гам-
маглутамилтрансферазы, концентрации глю-
козы крови, электролитов (натрий, калий и
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сумарних клітин крові, еритроцитів і лімфо-
цитів), функцій печінки і нирок, а також 
ліпідний профіль. Гістопатологічні дослі джен-
ня печінки, нирок і підшлункової залози було 
виконано за допомогою стандартного методу 
фарбування гематоксилін-еозином. 

За введення щурам Вістар максимальну 
антиоксидантну активність порівняно з кон-
трольними розчинами (водний і водно-коко-
совий екстракти) мав метанольний екстракт 
насіння (36,73%), що вказує на його висо-
кий ступінь нейтралізації вільних радикалів, 
далі — водний (19,36%) і водно-кокосовий 
екстракти (4,09%). У всіх оброблених щурів 
наприкінці експерименту спостерігали значне 
зниження (Р < 0,05) концентрації глюкози кро-
ві (в діапазоні від 55,59% до 41,66%) та істотне 
збільшення (Р < 0,05) маси тіла (в межах від 
9,26% до 38,89%). Для всіх груп, які отримува-
ли екстракт насіння, характерним було збіль-
шення гематологічних показників (Р < 0,05), 
а також достовірне (Р < 0,05) зниження пара-
метрів ліпідних профілів і активності ензимів 
плазми. У всіх групах, які отримували екстр-
акт, спостерігали іонорегуляторні порушення, 
зокрема гіперкаліє- і гіпернатріємію, однак 
вони були значно меншими (Р < 0,05) напри-
кінці обробки. У всіх дослідних групах були іс-
тотно нижчі концентрація сечовини і бікарбо-
нату та рівень пероксидного окиснення ліпідів. 
Гістопатологічні дослідження показали, що 
екстракти не коригувати деякі спостережувані 
патологічні стани тканин, індуковані діабетом. 
Хоча, згідно з даними літератури, цукровий 
діабет супроводжується різними гістологічни-
ми змінами в різних органах, одержані в цій 
роботі результати морфологічного вивчення 
тканини підшлункової залози в групах тварин, 
які отримували і не отримували біо препарат, 
свідчать про наявність ушкоджень різного сту-
пеня, однак їх тяжкість в осередках ураження 
була більш виражена за введення біопрепарату 
екстракту насіння. У зв’язку з цим одержані 
дані, які дали змогу визначити гіпоглікеміч-
ну і антиоксидантну активність біопрепарату 
з екстрактів насіння Picralima nitida як анти-
діабетичного засобу, дають підстави стверджу-
вати, що використовувати його для лікування 
цього захворювання слід з обережністю.

Ключові слова: цукровий діабет, екстракт 
насіння Picralima nitida, біохімічні, 
гістологічні дослідження.

бикарбонат), уровня пероксидного окисления 
липидов. Определяли также параметры крови 
(число суммарных клеток крови, эритроци-
тов и лимфоцитов), функций печени и почек, 
а также липидный профиль. Гистопатологи-
ческие исследования печени, почек и подже-
лудочной железы были выполнены с помощью 
стандартного метода окрашивания гематокси-
лин-эозином.

При введении крысам Вистар максималь-
ной антиоксидантной активностью по сравне-
нию с контрольными растворами (водный и 
водно-кокосовый экстракты) обладал метаноль-
ный экстракт семян (36,73%), что указывает на 
его высокую степень нейтрализации свободных 
радикалов; затем следовал водный (19,36%) 
и водно-кокосовый экстракты (4,09%). У всех 
обработанных крыс в конце эксперимента на-
блюдали значительное снижение (Р < 0,05) 
концентрации глюкозы крови (в диапазоне от 
55,59% до 41,66%) и существенное увеличе-
ние (Р < 0,05) массы тела (в пределах от 9,26% 
до 38,89%). Для всех групп, получавших экс-
тракт семян, характерным было увеличение 
гематологических показателей (Р < 0,05), а 
также достоверное (Р < 0,05) снижение пара-
метров липидных профилей и активности эн-
зимов плазмы. Во всех группах, получавших 
экстракт, наблюдали ионорегуляторные на-
рушения, в частности гиперкалие- и гиперна-
триемию, но они были значительно менее вы-
ражены (Р < 0,05) в конце обработки. Также во 
всех опытных группах была существенно ниже 
концентрация мочевины и бикарбоната, а так-
же уровень пероксидного окисления липидов. 
Гистопатологические исследования показали, 
что экстракты не корригировали некоторые на-
блюдаемые патологические состояния тканей, 
индуцированные диабетом. Хотя, согласно дан-
ным литературы, сахарный диабет сопровожда-
ется различными гистологическими изменени-
ями в различных органах, полученные в этой 
работе результаты морфологического изучения 
ткани поджелудочной железы в группах живот-
ных, получавших и не получавших биопрепа-
рат, свидетельствуют о наличии повреждений 
различной степени, однако степень их тяжести 
в очагах поражения была более выражена при 
введении биопрепарата из экстракта семян. 
В связи с этим полученные данные, которые 
позволили определить гипогликемическую и 
антиоксидантную активность биопрепарата из 
экстрактов семян Picralima nitida в качестве 
антидиабетического средства, дают основание 
утверждать, что использовать его для лечения 
этого заболевания следует с осторожностью.

Ключевые слова: сахарный диабет, экстракт 
семян Picralima nitida, биохимические и 
гисто  логические исследования.
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Особливістю біологічної дії іонізуючого 
випромінювання є збудження та іонізація 
атомів і молекул з наступним утворенням 
високоактивних радикалів, здатних ушко-
джувати клітинні структури [1]. В організмі 
зростає навантаження на захисні механіз-
ми, що запобігають безконтрольному лави-
ноподібному зростанню вмісту продуктів 
окиснення, у тому числі й на активність 
антиоксидантних ензимів [2]. Іонізуюче ви-
промінювання в низьких дозах індукує ге-
нерацію активних форм оксигену (АФО) та 
продуктів пероксидного окиснення ліпідів 
(ПОЛ) [3]. АФО ушкоджують різні біологіч-
ні молекули: спричинюють розриви ДНК, 
утворення зшивок поліпептидних ланцюгів 
у протеїнах, окиснення SH-груп, активацію 

або інактивацію ензимів, полімеризацію 
вуглеводів. Найбільш негативним проце-
сом для клітин вважають ініціювання ними 
ланцюгів вільнорадикального пероксидного 
окиснення ліпідів [3].

Механізми захисту клітини від АФО та ПОЛ 
реалізуються через ріст активності антиокси-
дантних ензимів, які знешкоджують суперок-
сиданіон, пероксид водню, ліпопероксиди, та 
за рахунок неензиматичних сполук, що мають 
антиоксидантні властивості й детоксикують ре-
активні похідні молекулярного оксигену.

До антиоксидантних ензимів належать 
супероксиддисмутаза (СОД), каталаза, глу-
татіонпероксидаза (ГПО) та інші перокси-
дази, функціонування яких пов’язане між 
собою, оскільки кінцеві продукти одних 
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Показано, що споживання щурами з питною водою природного поліфенольного комплексу 
з виноградного вина в добовій дозі 12,5±1,1 мг поліфенолів/кг маси впродовж 10 діб до радіаційного 
впливу призводить до підвищення активності супероксиддисмутази та глутатіонредуктази в лізатах 
периферичної крові на 24-ту та 48-му год після загального рентгенівського опромінення в дозі 30 сГр. 
Активність каталази, глутатіонпероксидази та вміст ТБК-позитивних продуктів упродовж 72 год 
після опромінення зберігається на рівні контролю. Відзначено зниження активності супер оксид-
дисмутази на 24-ту і каталази на 24-ту і 48-му год після дії іонізуючого опромінення та зростання 
вмісту продуктів ПОЛ у всі досліджувані терміни. У лізатах аорти встановлено зниження активності 
супероксиддисмутази та глутатіонпероксидази на 48-му год після радіаційного впливу й підвищений 
вміст ТБК-позитивних продуктів протягом 3 діб. За опромінення і введення поліфенольного 
комплексу з виноградного вина в лізатах аорти не виявлено змін активності супероксиддисмутази та 
каталази, тоді як активність глутатіонредуктази та глутатіонпероксидази була підвищеною через 
72 год після радіаційного впливу. Споживання поліфенолів виноградного вина достовірно знижувало 
вміст ТБК-позитивних продуктів у лізатах аорти опромінених щурів порівняно з тваринами, які 
було опромінено без споживання поліфенолів. 
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реакцій є субстратами для інших. До неен-
зиматичних антиоксидантів належать віта-
міни А, С, Е, Р, К, відновлений глутатіон, 
естрогени тощо [4, 5]. 

Аналіз літератури щодо впливу невисо-
ких та малих доз іонізуючого випроміню-
вання на активність антиоксидантних ензи-
мів свідчить про різноспрямований характер 
змін у різних тканинах та клітинах живих 
організмів. Показано, що малі дози радіа-
ції підвищують активність СОД. Так, одно-
разове опромінення в дозах 0,25 та 0,5 Гр 
спричинювало зростання активності ензи-
му в різних тканинах упродовж тривалого 
терміну дослідження [6]. Підвищеною була 
активність в еритроцитах персоналу радіо-
логічних кабінетів [7], тимчасом як за дани-
ми інших авторів у еритроцитах людей, які 
працювали в умовах підвищеної радіації та 
в гемолізатах крові щурів, яких утримували 
впродовж місяця в умовах підвищеного ра-
діаційного фону, виявлено зниження актив-
ності цього ензиму [8, 9]. Зростання експре-
сії гена СОД у селезінці мишей спостерігали 
лише на 23-тю добу після дії низької дози 
(0,5 Гр) [10].

Існують суперечливі дані й щодо змін 
активності каталази за радіаційного впливу 
в широкому діапазоні доз. Одноразове опро-
мінення собак дозою 0,5 Гр зумовлювало зни-
ження активності ензиму в крові впродовж 
1012 діб після опромінення з поступовим 
зростанням активності до рівня контролю 
[11]. За умов одноразового внутрішньооче-
ревинного введення 131І (117 кБк / тварину) 
відбувалася хвилеподібна зміна активності 
каталази крові з активацією на 1-шу добу та 
подальше її зниження [12]. Активація екс-
пресії гена каталази і зростання активнос-
ті ензиму в селезінці за опромінення в дозі 
0,5 Гр виявлено на 23-тю добу після радіа-
ційного впливу [10], тоді як в інших ткани-
нах зафіксовано збільшення активності вже 
через декілька год [13].

Встановлено зниження активності ГПО в 
ранній період після опромінення з наступним 
підвищенням до рівня контролю або й вище 
[14, 15]. За хронічного опромінення малою 
дозою виявлено зростання активності ензиму 
в еритроцитах [7 ], тимчасом як активність 
ГР знижувалася з перших хвилин після оп-
ромінення і залишалася низькою впродовж 
десятків діб без тенденції до відновлення [15].

Застосування антиоксидантів як проти-
променевих засобів обґрунтовано і підтвер-
джено експериментально. Оскільки продук-

ти ПОЛ є токсичними [16], їм водночас при-
таманний і радіопротекторний ефект.

Продукти виноробства викликають ін-
терес як потенційне джерело біологічно ак-
тивних компонентів з антиоксидантними 
властивостями, зокрема поліфенолів та мі-
нералів [17].

Рослинні фенольні сполуки з різним роз-
ташуванням гідроксильних груп у бензоль-
ному кільці — флавоноїди (рутин, кверце-
тин, катехіни, антоціани), фенольні кисло-
ти (галова, елагова, оксицинамова), похідні 
пірокатехіну, пірогалолу, гідрохінону — 
мають низьку токсичність, добре розчинні 
у во ді (окрім рутину і кверцетину), характе-
ризуються високою біодоступністю. Ці спо-
луки виявляють здатність перехоплювати 
пероксидні та алкоксильні радикали, ефек-
тивно знешкоджують гідроксильний і супе-
роксиданіон-радикали, синглетний оксиген, 
чим блокують ініційовані ними реакції ПОЛ 
[18, 19]. 

Показано, що виноград, вино та препа-
рати з виноградного насіння інгібують окис-
нення ліпопротеїнів низької густини, запо-
бігаючи агрегації тромбоцитів і знижуючи 
ризик виникнення коронарних хвороб сер-
ця та серцево-судинних захворювань [20]. 
Проціанідини винограду зв’язуються з про-
ліном колагену й еластину в стінках артерій, 
збільшуючи їхню протидію тискові крові, 
відновлюють в ендотелії нормальний син-
тез NO та посилюють релаксацію судин [21]. 
Здатність поліфенольних сполук підвищу-
вати стабільність мембран ендотелію судин є 
одним із провідних механізмів, що зумовлю-
ють їхні антиатерогенні та антиоксидантні 
властивості [22].

З урахуванням антиоксидантних та іму-
ностимулювальних властивостей природно-
го поліфенольного комплексу винограду [23] 
цей нетоксичний комплекс речовин є пер-
спективним як засіб профілактики і ранньої 
терапії радіоіндукованих ушкоджень тка-
нин організму. Перевагою препаратів та біо-
логічно активних добавок, виготовлених із 
природних антиоксидантів, є можливість їх 
перорального застосування.

Одним із чутливих тестів для виявлен-
ня змін, які ведуть до виникнення компен-
саторних реакцій організму, є досліджен-
ня активності антиоксидантних ензимів та 
вмісту продуктів пероксидного окиснення 
ліпідів. Актуальною є фармакологічна ко-
рекція цих змін за дії низьких доз іонізую-
чого випромінювання. 
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Метою роботи було дослідити вплив при-
родного поліфенольного комплексу з вино-
градного вина на активність антиоксидант-
них ензимів і вміст продуктів ПОЛ у перифе-
ричній крові та аорті щурів за дії малих доз 
рентгенівського опромінення.

Матеріали і методи

Досліди було проведено на 56 білих безпо-
род них щурах-самках масою 180220 г від-
повідно до конвенції Ради Європи щодо за-
хисту хребетних тварин, яких використо-
вують у наукових дослідженнях. Тварини 
впродовж експерименту перебували у ста-
ціонарних умовах віварію, мали вільний до-
ступ до питної води і були поділені на чоти-
ри групи: перша — контрольні тварини (К); 
друга — тварини, яким за 10 діб до почат-
ку та впродовж 3 діб експерименту давали 
з питною водою концентрат поліфенольного 
комплексу виноградного вина з розрахун-
ку добової дози 12,5±1,1 мг поліфенолів/кг 
маси тіла (К+П); третя – тварини, яких підда-
вали одноразовому опроміненню дозою 30 сГр 
(шкірно-фокусна відстань 95 см, напруга 
130 кВ, сила струму 10 мА, фільтри Cu 0,5 мм 
та Al 1,0 мм, потужність дози — 8,3 мГр·с–1) 
(О); четверта — тварини, яким уводили з 
пит ною водою концентрат аналогічно дру-
гій групі та піддавали радіаційному впливу 
(О+П). Дозу опромінення контролювали клі-
нічним дозиметром типу 27012 (Otto Shon, 
Німеччина).

Концентрат поліфенольного комплексу 
одержували упарюванням червоного сухо-
го вина марки Каберне-Совіньйон (наданого 
Національним інститутом винограду і вина 
«Магарач», Крим) на роторному випарю-
вачі Laborota-4001 з такими параметрами: 
t = 40 С, тиск 0,8–0,9 кгс/см2, 60 об/хв). 
Масова концентрація фенольних сполук 
у кон центраті становила 59180 мг/л, масова 
концентрація полімерів — 40161 мг/л, про-
ціанідинів — 7370 мг/л, речовин, які реагу-
ють з ваніліном, — 4122 мг/л, барвників — 
2021 мг/л.

Для дослідження використовували кров 
із хвостової вени щурів та супернатант гомо-
генату аорти, одержаний після гомогенізації 
в гіпотонічному 50 мМ Na-K-фосфатному бу-
фері (5 мг тканини/100 мкл буфера) центри-
фугуванням упродовж 15 хв за 20 тис. g.

Активність Cu, Zn-супероксиддисмутази 
(СОД) (1.15.1.1) визначали за методом Чева-
рі та ін. [24], каталази (1.11.1.6) — Королюк 

та ін. [25], глутатіонпероксидази (ГПО) 
(1.11.1.9) — Моїн [26], глутатіонредукта-
зи (ГР) (1.6.4.2) — Goldberg, Spooner [27]. 
Вміст ТБК-позитивних продуктів (ТБК-ПП) 
визначали згідно з [28], концентрацію про-
теїну — за загальноприйнятим методом [29]. 

Результати досліджень обробляли ста-
тистично з використанням програми Origin 
Pro. Відмінність досліджуваних показни-
ків вважали статистично достовірною за 
Р < 0,05.

Результати та обговорення

Споживання з питною водою поліфе-
нольного комплексу з виноградного вина 
(12,5±1,1 мг/кг маси) піддослідними твари-
нами не спричинювало вірогідних змін ак-
тивності антиоксидантних ензимів та вмісту 
продуктів ПОЛ у периферичній крові, однак 
виявлено істотні відмінності в динаміці до-
сліджуваних показників у тварин, які за-
знавали радіаційного впливу без та на фоні 
споживання концентрату.

Наші дані свідчать про зниження актив-
ності СОД у периферичній крові на 55% на 
24-ту год після опромінення, що, ймовірно, 
зумовлено надлишковим утворенням пе-
роксиду гідрогену та гідропероксидів жир-
них кислот [30]. 

Водночас після опромінення та введен-
ня поліфенольного комлексу з виноградно-
го вина відзначено зростання активності на 
77% порівняно з контролем, що майже у 4 
ра зи перевищує цей показник в опромінених 
тварин та на 49% більше порівняно з показ-
никами групи тварин, яким уводили кон-
центрат (табл. 1). 

Таке зростання активності ензиму є на-
слідком збільшення кількості субстрату за 
радіаційного впливу. На 48-му год експери-
менту в групі опромінених тварин активність 
ензиму зростала до контрольних значень, 
а в групі тварин, які споживали поліфенольний 
комплекс, залишалася підвищеною на 65%. 

Якщо на 3-тю добу в групі опромінення 
рівень активності СОД зростав у 2 рази по-
рівняно з контролем, то у тварин, які спожи-
вали поліфеноли за опромінення, виявлено 
нормалізацію досліджуваного показника, 
що свідчить про виражену антиоксидантну 
дію поліфенольного комплексу з виноградно-
го вина вже на ранніх стадіях експерименту. 

Менш виражені зміни спостерігали під 
час дослідження активності каталази. Вста-
нов лено зниження активності ензиму на 
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12 і 15%, відповідно, на 24-ту та 48-му год 
після рентгенівського опромінення, тоді як 
після радіаційного впливу на фоні введення 
поліфенолів вина активність каталази дещо 
перевищувала рівень контролю і на 48-му 
год достовірно зростала порівняно з показ-
никами групи опромінених тварин (табл. 1), 
що корелює зі зростанням активності СОД 
у цій групі. Відомо, що надмірна продукція 
супероксиданіон-радикалу здатна пригнічу-
вати активність каталази [30], що, очевид-
но, й зумовило зниження активності цього 
ензиму за дії іонізуючого випромінювання, 
оскільки активність СОД на 1-шу добу після 
опромінення була вдвічі нижчою від кон-
трольних значень.

Встановлено стійке зростання активнос-
ті ГПО у периферичній крові тварин, що 
зазнавали опромінення в усі пострадіацій-
ні терміни дослідження (табл. 1). На 72-гу 
год експерименту активність ГПО досягала 
найбільшого значення, перевищуючи рі-
вень контролю на 36%, тоді як за умов оп-
ромінення на фоні введення поліфенольного 
концентрату активність ензиму залишалась 
у межах контролю впродовж усіх термінів 
експерименту. Підвищення активності ГПО 
зумовлено, очевидно, зростанням вмісту пе-
роксиду гідрогену — продукту супероксид-
дисмутазної реакції, до якого, як відомо, 

спорідненість ензиму є вищою, ніж у ката-
лази [31]. Оскільки за радіаційного впливу 
встановлено підвищення активності ГПО, 
закономірним є і зростання активності ГР 
порівняно з контролем на 65% та 97%, від-
повідно, на 2-гу та 3-тю добу експерименту 
(табл. 1). Відомо, що її функцією є підтри-
мання постійного рівня відновленого глута-
тіону як кофактора ензиматичної активнос-
ті. Більш виражене зростання активності 
ГР у групі тварин за опромінення на фоні 
введення поліфенольного комплексу, порів-
няно з контрольними та показниками групи 
тварин, яким уводили поліфеноли виноград-
ного вина, пояснюється, ймовірно, знижен-
ням вмісту відновленого глутатіону. Відомо, 
що продукти окиснення поліфенолів за над-
мірної продукції АФО здатні взаємодіяти 
з тіолами [32]. За посиленого окиснення ка-
техінів, кверцетину та інших флавоноїдів 
у присутності клітинних пероксидаз і Н2О2 
виявлено кон’югацію окиснених продуктів 
із глутатіоном з утворенням моно- або ди-
глутатіоніл-похідних та зниження вмісту 
відновленого глутатіону [33, 34].

На фоні зниження активності СОД та ка-
талази на 24-ту і 48-му год досліду за впливу 
опромінення встановлено стійке зростання 
вмісту ТБК-ПП у всі досліджувані терміни 
в периферичній крові щурів, що свідчить 

Таблиця 1. Активність антиоксидантних ензимів і вміст ТБК-позитивних продуктів у лізатах крові 
за умов рентгенівського опромінення в дозі 30 сГр та на фоні введення поліфенольного комплексу 

з виноградного вина (М±m, n = 6–10)

 Показники

Умови
експерименту

СОД,
U/мг протеїну

Каталаза,
мкмоль/хв мг 

протеїну

ГПО, нмоль/хв 
мг протеїну

ГР,
нмоль/хв мг 

протеїну

ТБК,
нмоль/мл

К 4,54±0,60 137,75±2,10 345,09±2,76 3,44±0,31 200,44±14,40

К+П 5,04±0,84 133,51±10,82 345,46±1,99 3,74±0,42 222,25±18,44

О

24 год 2,04±0,35* 121,73±4,32* 406,71±9,45* 4,03±0,54 266,81±10,77*

48 год 5,81±0,43 117,08±2,83* 414,10±10,37* 5,66±0,38* 286,32±14,11*

72 год 9,12±0,19* 126,49±10,34 468,42±14,48* 6,77±0,61* 301,63±23,27*

О+П

24 год 8,05±0,87*#§ 140,38±13,68 366,05±6,52§ 7,31±0,35*#§ 167,55±14,83§

48 год 7,49±0,79*§ 143,26±11,76# 352,69±6,11# 6,82±0,27*#§ 228,50±12,14#

72 год 5,03±0,72# 120,65±3,77 319,88±27,29# 5,77±0,44*§ 213,33±14,58#

Примітка. Тут і далі:  * — достовірно порівняно з контролем (Р < 0,05);
# — достовірно порівняно з показниками опромінених тварин (Р < 0,05);
§ — достовірно порівняно з показниками групи тварин, які отримували поліфе-
нольний комплекс з виноградного вина (Р < 0,05).
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про нездатність антиоксидантних ензимів 
до знешкодження надмірної кількості АФО. 
Вживання за дії іонізуючого опромінення 
поліфенольного комплексу з виноградного 
вина запобігало накопиченню продуктів ПОЛ 
як завдяки екзогенним антиоксидантам, так 
і внаслідок підвищення активності анти-
оксидантних ензимів.

Збільшення рівня АФО відіграє певну 
роль у виникненні патологічних змін сер-
цево-судинної системи. Наслідком посиле-
ного утворення АФО є надмірне утворення 
окиснених ліпопротеїдів низької щільності 
(ЛПНЩ). Гідропероксиди ЛПНЩ є джере-
лом гідроксидних радикалів, що відкрива-
ють пори у внутрішній мембрані мітохондрій 
та ушкоджують ендотелій судинних стінок 
[35]. За їх впливу відбувається активація 
тромбоцитів, лейкоцитів, перетворення мо-
ноцитів у макрофаги, порушується функція 
мембран клітин, зокрема провідної системи 
серця [36]. 

Результати досліджень з визначення ак-
тивності антиоксидантних ензимів та вмісту 
продуктів ПОЛ в аорті щурів подано в табл. 2. 

На відміну від периферичної крові, в аор-
ті групи щурів, що споживали поліфеноль-
ний комплекс, виявлено зростання актив-
ності ГР порівняно з контролем. Відомо, що 
посилена акумуляція в ендотелії судин полі-
фенольних сполук здатна підвищувати ак-
тивність антиоксидантних ензимів шляхом 
активації експресії відповідних генів [37].

За рентгенівського опромінення показа-
но зниження активності СОД до 70% від рів-
ня контролю на 48-му год експерименту, тоді 
як під час опромінення на фоні споживання 
поліфенольного комплексу активність ен-
зиму залишалась у межах норми впродовж 
трьох діб. Зміни активності ГПО в аорті піс-
ля дії радіаційного чинника мали хвилепо-
дібний характер: спостерігалося зростання 
активності ензиму на 27% і 35% на 24-ту та 
72-гу год, відповідно, і зниження на 20% на 
48-му год, що вказує на часову зміну співвід-
ношення прооксидантних та антиоксидант-
них факторів і дію компенсаторних меха-
нізмів. Після опромінення за умов введення 
поліфенолів виноградного вина зростання 
активності ГПО на 32% відзначено лише на 
3-тю добу порівняно з контролем, що, мож-
ливо, зумовлено збільшенням вмісту гідро-
пероксидів ліпідів, оскільки вміст ТБК-ПП 
у цей термін перевищує рівень контролю.

Зростання активності ГР в аорті на 31% 
після опромінення виявлено лише на 72-гу 
год досліду, тоді як за опромінення та вве-
дення поліфенольного концентрату актив-
ність ензиму перевищувала контрольні по-
казники на 34% і 39%, відповідно, на 24-ту 
та 72-гу год експерименту. 

Підвищений рівень вмісту продуктів 
ПОЛ виявлено як після радіаційного впли-
ву, так і за впливу опромінення та введен-
ня поліфенольного комплексу, однак в ос-
танньому разі вміст їх був значно нижчий 

Таблиця 2. Активність антиоксидантних ензимів та вміст ТБК-позитивних продуктів 
у лізатах аорти за умов рентгенівського опромінення в дозі 30 сГр та введення поліфенольного 

комплексу з виноградного вина (М±m, n = 6–10)

 Показники
Умови
експерименту

СОД,
U/мг протеїну

Каталаза,
мкмоль/хв мг 

протеїну

ГПО, нмоль/хв 
мг протеїну

ГР,
нмоль/хв мг 

протеїну

ТБК,
нмоль/г тканини

К 30,48±3,52 10,05±0,97 44,68±3,66 8,47±0,34 265,64±43,97

К+П 31,54±1,89 12,37±1,19 43,41±4,34 10,02±0,50* 282,02±26,84

О

24 год 31,97±2,57 10,67±0,62 56,53±3,56* 8,07±1,04 404,67±26,86*

48 год 21,01±2,47* 10,14±0,83 37,96±1,59* 7,66±0,38 371,40±21,93*

72 год 35,10±3,10 12,41±1,30 60,15±3,07* 11,11±0,71* 353,84±13,85*

О+П

24 год 35,10±2,28 12,48±1,55 48,78±6,17 11,32±0,95*# 323,36±16,86*#

48 год 27,45±0,96# 12,17±1,77 39,02±5,00 8,82±0,98 289,23±19,62#

72 год 31,58±1,89 11,59±1,77 58,82±4,98*§ 11,77±1,34* 301,54±2,69*#
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порівняно з відповідними показниками оп-
ромінених тварин. 

Встановлено, що еритроцити людини 
здатні швидко зв’язувати на своїй поверх-
ні велику кількість різноманітних поліфе-
нольних сполук. Це сприяє посиленню за-
гальної антиоксидантної ємності крові, яка 
формується сумою внутрішньоклітинних 
антиоксидантів, поліфенолів, зв’язаних із 
мембранами клітин крові та антиоксидантів 
плазми [38]. 

Проведені дослідження виявили відмін-
ності в активності антиоксидантних ензи-
мів периферичної крові та аорти за впливу 
низьких доз іонізуючого випромінювання. 
Відсутність змін у вмісті ТБК-позитивних 
продуктів у крові за радіаційного впливу на 
фоні введення поліфенолів з виноградного 
вина свідчить про збалансовану активність 

антиоксидантних ензимів під впливом полі-
фенольного комплексу.

Відомо, що клітини епітелію, зокрема 
судинного, є високочутливими до дії іонізу-
ючого випромінювання [39]. Саме тому ви-
явлене підвищення в аорті вмісту продуктів 
ПОЛ та хвилеподібні зміни активності дослі-
джуваних ензимів є свідченням суттєвіших 
негативних змін у цій тканині за дії іонізу-
ючого випромінювання порівняно з перифе-
ричною кров’ю та неспроможність ензимів 
ефективно відновлювати прооксидантно-ан-
тиоксидантну рівновагу. Введення природ-
ного поліфенольного комплексу з виноград-
ного вина суттєво поліпшує перебіг відпо-
відних реакцій, оскільки рівень продуктів 
ПОЛ є нижчим ніж за опромінення, а отже, 
меншими є й наслідки променевого ушко-
дження аорти.
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ВЛИЯНИЕ ПОЛИФЕНОЛЬНОГО 
КОМПЛЕКСА ИЗ ВИНОГРАДНОГО ВИНА 
НА АКТИВНОСТЬ АНТИОКСИДАНТНЫХ 
ЭНЗИМОВ У КРЫС ПРИ НИЗКИХ ДОЗАХ 

РЕНТГЕНОВСКОГО ИЗЛУЧЕНИЯ 

У. В. Дацюк1, М. В. Сабадашка1, 
Л. А. Дацюк1, А. Р. Гнатуш1,
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Показано, что потребление крысами 
с питьевой водой природного полифенольного 
комплекса из виноградного вина в суточной 
дозе 2,5±1,1мг полифенолов/кг массы в тече-
ние 10 сут до радиационного воздействия при-
водит к повышению активности супероксид-
дисмутазы и глутатионредуктазы в лизатах пе-
риферической крови на 24-й и 48-й ч после об-
щего рентгеновского облучения в дозе 30 сГр. 
Активность каталазы, глутатионпероксидазы 
и содержание ТБК-позитивных продуктов 
в течение 72 ч после облучения сохраняет-
ся на уровне контроля. Отмечено снижение 
активности супероксиддисмутазы на 24-й и 
каталазы на 24-й и 48-й ч после действия ио-
низирующего облучения и возрастание содер-
жания продуктов пероксидного окисления 
липидов во все исследуемые сроки. В лизатах 
аорты установлено снижение активности су-
пероксиддисмутазы и глутатионпероксидазы 
на 48-й ч после радиационного воздействия 
и повышенное содержание ТБК-позитивных 
продуктов в течение 72 ч. При облучении и 
введении полифенольного комплекса из ви-
ноградного вина в лизатах аорты не выявлено 
изменений активности супероксиддисмутазы 
и каталазы, в то время как активность глута-
тионредуктазы и глутатионпероксидазы по-
вышалась через 72 ч после радиационного воз-
действия. Употребление полифенолов вино-
градного вина достоверно снижало содержание 
ТБК-позитивных продуктов в лизатах аорты 
облученных крыс по сравнению с животными, 
которые подвергались облучению без употре-
бления полифенолов.

Ключевые слова: ионизирующее излучение 
низкой мощности, антиоксидантные энзимы, 
ТБК-позитивные продукты, природный поли-
фенольный комплекс из виноградного вина.

EFFECT OF POLYPHENOLIC COMPLEX 
FROM WINE ON RATS ANTIOXIDANT 

ENZYMES ACTIVITY AT X-RAY IRRADIA-
TION LOW DOSES 
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It is shown that the consumption of natural 
polyphenolic complex from grape wine in 
drinking water in the daily dose 2.5 ± 1.1 mg 
polyphenols/kg body mass of rats during the 10 
day before exposure to radiation leads to increased 
of superoxide dismutase and gluthathione 
reductase activities in peripheral blood on 24 and 
48 hours after full body X-ray irradiation (30 
cGy). The of catalase, gluthathione peroxidase 
activities and the of the reactive thiobarbituric 
acid substances content in total lysates of 
peripheral blood within 72 hours after exposure 
are comparable to those in control rats. Marked 
decreased of catalase and superoxide dismutase 
activities at 24, 48 and 24 hours, respectively, 
was observed after exposure to ionizing radiation 
and increased content of lipid peroxidation 
products in all above mentioned time points. 
The decreased of superoxide dismutase and 
gluthathione peroxidase activities in lysates of 
rats aorta at 48 hour and increased content of the 
reactive thiobarbituric acid substances during 
72 hours after radiation exposure were observed. 
The consumption of polyphenolic complex from 
wine did not change the superoxide dismutase and 
catalase activities in lysates of aorta rats treated 
with ionizing radiation, whereas gluthathione 
reductase and gluthathione peroxidase activities 
was increased during 72 hours after radiation 
influence. The content of TBA reactive 
substances was significantly decreased in lysates 
of aorta rats that were exposed to radiation and 
polyphenols of grape wine, compared with those 
of animals that were exposed to radiation alone.

Key words: low intensity X-ray, antioxidant 
enzymes, TBK-positive products, natural 
polyphenol complex from grape wine.
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Ріпакова олія є перспективним джере-
лом одержання екологічно чистого рідкого 
палива — біодизеля, що швидко розклада-
ється в ґрунті [1]. При цьому використання 
ріпаку для виготовлення біодизеля і у зв’яз-
ку з цим його значне поширення у світі й в 
Україні загострило проблему утилізації вто-
ринних продуктів перероблення ріпаку [2]. 
Це стосується й виготовлення ріпакової олії, 
яка останнім часом набуває дедалі більшої 
популярності у світі як елемент масового 
й дієтичного харчування завдяки особливос-
тям жирно-кислотного складу [3], що не має 
широкого застосування, але є перспектив-
ним для України. У подальшому це загос-
трюватиме проблему утилізації відходів.  

Після перероблення ріпаку на олію чи 
біо паливо утворюється такий вторинний 
продукт, як макуха, обсяги якої зростають. 
В Україні і світі ріпакова макуха здебільшо-
го або втрачається як рослинна сировина, 
або використовується для годівлі худоби [4, 
5]. Незважаючи на значний вміст у макусі 

ріпаку цінних харчових і біологічно актив-
них речовин, використання її у харчуванні 
людини обмежує наявність у складі глюко-
зинолатів [6], які надають продуктам гірко-
го смаку. 

Одним із шляхів утилізації та корисно-
го застосування ріпакової макухи є можли-
вість виготовлення з неї харчових продуктів 
для спеціального дієтичного споживання 
і збагачення ними харчових продуктів із за-
даними властивостями. 

Використання цільних — не ізольованих 
чи екстрагованих за допомогою фізико-хі-
мічних методів вторинних продуктів пере-
роблення ріпаку — раніше було неможли-
вим через неприйнятний для людини гіркий 
смак. Оброблення ріпакової макухи гідро-
електроімпульсом дає змогу змінити її орга-
нолептичні показники й зробити придатною 
для використання у виготовленні харчових 
продуктів для спеціального дієтичного спо-
живання чи із заданими властивостями [7]. 
У 2007 р. нами було встановлено можливість 
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У процесі одержання олії й біодизеля з насіння ріпаку утворюються вторинні продукти 
переробки, які на цей час раціонально не використовуються. Роботу присвячено проблемам 
можливого застосування їх у харчовій промисловості.

Під час виготовлення харчового продукту для спеціального дієтичного споживання було засто со-
ва но електрофізичний (обробка гідроелектроімпульсом) і фізичні (сушіння, подрібнення, обробка 
паром) методи оброблення сировини. Завдяки впровадженню технології перероблення ріпакової 
макухи одержують сировину, яка є придатною для використання в харчовій промисловості. На 
основі цієї сировини розроблено «Харчовий продукт для спеціального дієтичного харчування 
“Ріпаковий”». До його складу входить ріпакова макуха із насіння з низьким вмістом глюкозинолатів 
та ерукової кислоти, що була оброблена гідроелектроімпульсом, піддана сушінню 
в сухо жаровій шафі або конвективній сушарці, подрібненню та знеззараженню з використанням 
розробленої щадної технології для збереження біологічно активних речовин.

Виробництво цього продукту сприятиме вирішенню проблеми раціональної утилізації ріпакової 
макухи і розширення асортименту харчових продуктів для спеціального дієтичного споживання.
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використання ріпакової макухи, обробле-
ної гідроелектроімпульсом, для одержання 
харчових продуктів. У результаті створено 
продукт під робочою назвою «Харчова до-
бавка "Ріпак"» [8]. Згодом йому присвоєно 
назву «Харчовий продукт для спеціального 
дієтичного харчування "Ріпаковий"» (ХПР) 
і одержано позитивний висновок Державної 
санітарно-епідеміологічної експертизи 
№05.03.02-066/1504 на проект ТУ розробле-
ного продукту. 

У модельних дослідженнях на тваринах 
показано біологічну активність цього продук-
ту, який стимулює імунну систему і справ ляє 
радіопротекторну дію [9].

Однак попри набуття достатніх органо-
лептичних властивостей і навіть їх поліп-
шення щодо запаху й смаку, ХПР не був  
придатним для самостійного споживання 
і вве дення в харчові продукти у зв’язку з ви-
явленими нами випадковими забруднення-
ми довкілля патогенними й умовно патоген-
ними мікроорганізмами сировини у процесі 
технологічних операцій. Це зумовило необ-
хідність подальшої роботи у напрямі вдоско-
налення ХПР щодо ймовірної мікробіологіч-
ної безпеки. 

Матеріали і методи

Матеріалами дослідження були побічні 
продукти перероблення ріпаку, зокрема рі-
пакова макуха, одержана після холодного 
віджиму олії з насіння ріпаку сорту «Оділа» 
селекції Інституту олійних культур м. Опава 
Чеської Республіки. Обраний сорт ріпаку не 
містить генетично модифікованих організ-
мів і має мінімальний вміст глюкозинолатів 
та ерукової кислоти. 

Під час виготовлення ХПР було викори-
стано електрофізичний (обробка гідроелек-
троімпульсом) і фізичні (сушіння, подріб-
нення, обробка паром) методи оброблення 
сировини. 

Результати та обговорення

Дослідження здійснювали на кафедрі то-
варознавства та експертизи продовольчих 
товарів Донецького національного універси-
тету економіки і торгівлі ім. М. Туган-Бара-
нов ського.

Оброблення ріпакової макухи гідроелек-
троімпульсом проводили в Інституті імпульс-
них процесів і технологій НАНУ (Миколаїв),
у відділі імпульсних методів очищення 

виливків, руйнування неметалевих матеріа-
лів та оброблення напружених металокон-
струкцій.

Сушіння ріпакової макухи й обробку 
плодами Juniperus communis проводили на 
кафедрі мікробіології, вірусології та іму-
нології Донецького національного медич-
ного уні верситету ім. М. Горького, кафедрі 
това рознавства і експертизи продовольчих 
това рів Донецького національного універ-
ситету економіки і торгівлі ім. М. Туган-
Барановського та у відділі нестаціонарно-
го тепломасопереносу в процесах сушіння 
Інституту технічної теплофізики НАНУ 
(Київ).

На рисунку наведено схему одержання 
«Харчового продукту для спеціального діє-
тичного харчування “Ріпаковий”».

На першому етапі технологічного проце-
су одержання ХПР відбувається приймання 
макухи з насіння ріпаку після холодного 
віджиму з нього олії. 

Оброблення макухи гідроелектроім-
пульсом здійснюється в місткості з водою 
розрядом високого струму протягом 5–10 с, 
при цьому напруга генератора становить 
20–25 кВ, ємність конденсатора — 1 мкФ, 

Схема послідовності технологічних процесів 
під час одержання «Харчового продукту 
для спеціального дієтичного споживання 

“Ріпаковий”»
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а енергія розряду в імпульсі — 0,84 кДж. 
У результаті утворюється водна суспензія 
ріпакової макухи у співвідношенні частини 
макухи до води 1:5. Після цього етапу ріпа-
кова макуха позбавляється гіркого смаку.

Далі у сухожаровій шафі або, як альтер-
натива, у конвективній сушарці проводять 
сушіння суспензії ріпакової макухи до за-
лишку вологи 3–9% від загальної маси про-
дукту. Сушіння у сухожаровій шафі відбу-
вається за температури теплоносія 50 С, а в 
альтернативній конвективній сушарці — за 
температури теплоносія 60 С і макухи 50 С. 

Після сушіння ріпакова макуха у вигляді 
невеликих пластівців має тверду консистен-
цію і для надання порошкоподібного стану 
її піддають подрібненню до дисперсності не 
більше 0,25 мм у шаровому барабанному 
млині МШН-1.

Для попереджувального знезаражуван-
ня ХПР від мікробного забруднення, мож-
ливого на етапі подрібнення, нами було до-
датково введено до схеми одержання кінце-
вого продукту його обробку парами плодів 
Juniperus communis за оригінальним мето-
дом [10]. При цьому порошок оброблюють 
парами плодів із розрахунку 75–85 г на 1 м3 

камери чи приміщення для обробки, за від-
стані більш ніж 25–35 см від джерела нагрі-
вання плодів упродовж 150–240 хв.

Далі ХПР у вигляді порошку фасують 
у споживчу тару, що її виготовлено з поліві-
нілхлориду, по 0,10; 0,50; 1,0; 2,0 і 3,0 кг. 
Споживча тара герметично закупорюється та-
ким чином: знімними кришками без закупо-
рювального матеріалу; герметично шаром тер-
мозварювального матеріалу; знімними криш-
ками чи герметично шаром термозварювальної 
фольги (термозварювальний комбінований ма-
теріал, який її замінює) без знімних кришок. 

Потім «Харчовий продукт для спеціаль-
ного дієтичного харчування “Ріпа ко вий”» 
пакують і піддають маркуванню, після чого 
відправляють на зберігання і реалізацію. 

Таким чином, використання «Харчового 
продукту для спеціального дієтичного хар-
чування “Ріпаковий”» може бути доцільним 
у харчовій промисловості як для самостій-
ного споживання, так і розроблення функ-
ціональних продуктів з метою реабілітації 
населення, що мешкає в умовах несприят-
ливого довкілля, у харчуванні спортсменів, 
військових контингентів та осіб, які працю-
ють у шкідливих умовах виробництва. 

Виробництво цього продукту сприятиме 
вирішенню проблеми раціональної утиліза-
ції ріпакової макухи і розширенню асорти-
менту харчових продуктів для спеціального 
дієтичного споживання.  
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ПРОДУКТОВ ПЕРЕРАБОТКИ РАПСА 
В ПИЩЕВОЙ ПРОМЫШЛЕННОСТИ
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При получении из семян рапса масла и 
биодизеля образуются вторичные продукты 
переработки, которые в настоящее время ра-
ционально не используются. Работа посвя-
щена проблемам возможного применения их 
в пищевой промышленности. При изготов-
лении пищевого продукта для специального 
диетического потребления были использованы 
электрофизический (обработка гидроэлектро-
им пульсом) и физический (сушка, измельче-
ние, обработка паром) методы обработки сырья. 
Благодаря внедрению технологии переработки 
рапсового жмыха получают сырье, пригодное 
для использования в пищевой промышленно-
сти. На основе этого сырья авторами разрабо-
тан «Пищевой продукт для специального дие-
тического потребления “Ріпаковий”». В его со-
став входит рапсовый жмых из семян с низким 
содержанием глюкозинолатов и эруковой кис-
лоты, обработанный гидроэлектроимпульсом, 
прошедший сушку в сухожаровом шкафу или 
в конвективной сушилке, измельчение и обез-
зараживание с использованием разработанной 
щадящей технологии для сохранения биологи-
чески активных веществ. Производство этого 
продукта будет способствовать решению про-
блемы рациональной утилизации рапсового 
жмыха и расширению ассортимента пищевых 
продуктов для специального диетического по-
требления. 

Ключевые слова: технология переработки 
рапсового  жмыха.  

USING OF SECONDARY PRODUCTS 
OF RAPESEED PROCESSING 

IN THE FOOD INDUSTRY
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When oil and biodiesel are extracted from 
rapeseed, secondary derived products are 
formed, which are not used effectively at the 
moment. The article deals with the problems 
of possible their use in food industry. During 
food product preparation for special dietary 
consumption we used electrophysical (processing 
by hydroelectropulse) and physical (drying, 
grinding, steam treatment) processing of raw 
materials. Through the developed technology 
for rapeseed cake processing, we received raw 
materials suitable for use in food industry. On 
the basis of these raw materials, the «Nutrition 
product for special dietary consumption “Ripa-
kovyi”» was developed. It is a part of rapeseed 
meal obtained from the seeds with low content 
of glucosinolates and erucic acid processed by 
hydroelectropulse dried in the cabinet oven or 
in the convective dryer, crushed and disinfected 
based on a developed soft technology for 
biologically active substances conservation. 
The production of this product solves the 
problem of rational utilization of rapeseed meal 
and diversification of foods for special dietary 
consumption.

Key words: rapeseed meal processing.  
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Одним із визнаних лідерів у формуван-
ні національної інженерно-технічної еліти 
України є Національний університет харчо-
вих технологій (НУХТ), який у цьому році 
має нагоду відсвяткувати 130-річний юві-
лей. Його становлення тісно пов’язане з іс-
торією розвитку харчової промисловості на-
шої країни і бере початок з 1884 року, коли 
тільки почали закладатися засади інженер-
но-технічної освіти. Саме тоді при Смілян-
ському рафінадному заводі було створено 
перший інженерно-технічний навчальний 
заклад — технічні класи. Вони й стали ба-
зою для заснування в Києві інституту цукро-
вої промисловості, який згодом перетворив-
ся на потужний вищий навчальний заклад 
з освітніми, науковими та культурними тра-
диціями, яким нині є НУХТ.

Не буде перебільшенням сказати, що XXІ 
сто ліття — це доба біотехнології. Біотехно-
логічні процеси, що вдало поєднують у собі 
потенціал живих клітин та останні техніч-
ні досягнення людства, значно розширили 
сферу промислового виробництва. Фермен-
тативний каталіз замінив собою деякі реак-
ції в синтезі органічних сполук, завдяки на-
уково обґрунтованим біотехнологіям значно 
інтенсифікувалося виробництво продуктів 
харчування та лікарських засобів. Численні 
технології захисту довкілля, що ґрунтують-
ся на використанні мікроорганізмів і рос-
лин, виготовлення біодеградабельних пласт-
мас та біосумісних матеріалів є класичними 
прикладами екобіотехнологій. 

Вища школа повинна випереджати час. 
У далекому вже 1971 році, НУХТ, який тоді 
ще мав назву Київський інститут харчової 
промисловості, здійснив перший випуск спе-
ціалістів-біотехнологів (на той час вони на-

зивалися технологами мікробіологічних та 
вітамінних виробництв). Тобто, саме НУХТ 
був першим і упродовж понад 20 років зали-
шався єдиним вищим навчальним закладом 
в Україні, який готував фахівців для біотех-
нологічної галузі (мікробіологічної промис-
ловості). Колискою біотехнологічної освіти в 
Україні стала кафедра біотехнології і мікро-
біології (БТМ) цього вузу.

Вже наприкінці 70-х років ХХ ст., зважа-
ючи на дедалі зростаючий попит, кількість 
випускників-біотехнологів збільшилась 
удвічі. Нині ліцензований обсяг підготовки 
бакалаврів за напрямом «Біотехнологія» ся-
гає 120 осіб тільки денної форми навчання, у 
тому числі 60 місць — держбюджетних, що 
є найвищим показником в Україні. Фах біо-
тех нолога без відриву від виробництва опа-
новують студенти заочної форми навчання. 

Прагнучи до постійного удосконалення 
форм і методів навчання, глибокої інтегра-
ції навчального процесу з науковими досяг-
неннями і успіхами у практичній реалізації 
різних видів біотехнологічної діяльності як 
в Україні, так і за її межами, підготовку фа-
хівців-біотехнологів у НУХТ здійснюють за 
дворівневою системою. Після чотирирічного 
курсу навчання студенти здобувають ква-
ліфікацію бакалавра, а закінчивши п’ятий 
курс — спеціаліста або магістра. 

Тільки в Національному університеті 
харчових технологій випускник бакалавра-
ту за освітньо-професійним напрямом «Біо-
технологія» має можливість обирати між 
тим, чи одержати йому поглиблену інженер-
ну підготовку в межах однієї зі спеціальнос-
тей освітньо-кваліфікаційного рівня (ОКР) 
«спеціаліст»: «Промислова біотехнологія» 
чи «Фармацевтична біотехнологія», або ж 
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опановувати наукові основи біотехно ло гічних 
процесів у межах однієї з трьох спе ціальностей 
ОКР «магістр»: «Промислова біотехнологія», 
«Фармацевтична біо технологія» й «Екологіч-
на біотехнологія та біоенергетика». Наразі 
НУХТ є єдиним в Україні вищим навчальним 
закладом, який здійснює підготовку фахівців 
за спеціалізацією «Біобезпека харчових про-
дуктів» (у межах спеціальності «Промисло-
ва біотехнологія») і готує висококласних мі-
кробіологів для харчової промисловості.

Удосконаленню біотехнологічної підго-
товки конкурентоспроможних фахівців в Ук-
раїні сприяє й те, що випускники коледжів 
та технікумів, які навчалися за спорідненими 
спеціальностями, продовжують здобувати біо-
технологічну освіту на кафедрі БТМ НУХТ за 
скороченим терміном навчання. Крім того, 
кафедра надає змогу одержати біотехнологіч-
ну освіту як другу вищу, оскільки часто буває 
так, що отриманої першої вищої освіти замало 
для успішної діяльності. 

Однак недостатньо мати бажання, тре-
ба мати можливість. Найголовнішою запо-
рукою якісної освіти є рівень викладання 
навчальних дисциплін. Підготовку біотех-
нологів на кафедрі біотехнології і мікробі-
ології НУХТ ведуть досвідчені викладачі, 
чиї наукові та освітянські досягнення оці-
нено на найвищому рівні. Серед виклада-
чів кафед ри: 6 докторів наук, професорів, 
18 кандидатів наук, доцентів, у тому числі 
лауреати Державної премії в галузі науки і 
техніки (д. б. н. Т. П. Пирог, д. б. н. О. В. Кар-
пов), лауреати Премії Президента України 
для молодих вчених (к. т. н. Ю. М. Пенчук, 
к. б. н. С. О. Старовойтова) та лауреати Пре-
мії Верховної Ради України найталанови-
тішим молодим ученим в галузі фундамен-
тальних і прикладних досліджень та науко-
во-технічних розробок (к. б. н. О. І. Скроць-
ка, к. б. н. І. В. Лич).

Потужна матеріально-технічна база кафе-
дри біотехнології і мікробіології НУХТ, яка 
поповнюється й оновлюється впродовж 40 ро-
ків існування кафедри, дає змогу в повному 
обсязі відтворювати на лабораторних занят-
тях усі етапи мікробіологічного дослідження 
із залученням сучасних методів індикації та 
ідентифікації мікроорганізмів різних таксо-
номічних груп, моделювати всі основні етапи 
біотехнологічного процесу, вивчати методи 
контролю і керування якістю випуску харчо-
вої та фармацевтичної продукції.

У розпорядженні кафедри є дві мікробіо-
логічні й одна технологічна лабораторії, які 

оснащено всіма необхідними приладами та 
обладнанням, що дає змогу на високому рів-
ні проводити заняття з дисциплін «Загаль-
на біотехнологія», «Біологія клітин», «За-
гальна мікробіологія і вірусологія», «Основи 
імунології», «Генетика», «Мікробіологічні 
основи НАССР», «Молекулярна біотехноло-
гія», «Технологія пробіотиків», «Технологія 
білків терапевтичної дії» та ін.

Дуже важливо, що наші випускники от-
римують відразу три освіти в одній: біоло-
гічну, хімічну та інженерну. Глибоке опану-
вання хімічних дисциплін, таких розділів 
біологічної науки, як «Біологія клітин», 
«Основи імунології», «Загальна мікробіоло-
гія», «Загальна вірусологія», «Генетика», 
«Молекулярна біотехнологія», одержання 
спеціальних інженерних знань і вмінь у ме-
жах вивчення таких предметів, як «Загаль-
на біотехнологія», «Основи проектування 
біотехнологічних виробництв», «Процеси 
і апарати біотехнологічних виробництв», 
«Нормативне забезпечення галузі», «Облад-
нання біотехнологічних виробництв», «Тех-
нології мікробного синтезу лікарських за-
собів», «Промислова технологія лікарських 
засобів», «Технології білків терапевтичної 
дії», робить підготовку інженерних кадрів 
у НУХТ ґрунтовною та всебічною. Набуття 
нашими студентами знань і вмінь зі створен-
ня нормативно-технічної та інженерно-кон-
структорської документації, знайомство 
з осно вами розроблення та впровадження 
у промисловість стандартів GMP, GLP, GHP, 
HACCP робить їх найбільш конкуренто-
здатними в умовах сучасного ринку праці. 
Наші випускники, маючи університетський 
рівень підготовки з біологічних та хімічних 
дисциплін, є високопрофесійними інже-
нерами, здатними створювати регламенти 
біотехнологічних і фармацевтичних вироб-
ництв, розробляти та впроваджувати інші 
сучасні нормативно-технічні документи.

Для викладачів — керівників випускни-
ми роботами студентів рівень кваліфікації й 
компетенції є вагомою складовою правиль-
ної організації та керівництва виконанням 
інженерно-конструкторських і науково-до-
слідних робіт, рівнем яких завжди пиша-
лися наші випускники. Викладачі кафедри 
БТМ прагнуть іти в ногу з часом і постійно 
підвищують свою кваліфікацію, відвідую-
чи семінари та конференції, присвячені су-
часним досягненням у галузі біотехнології, 
промислового мікробіологічного та фарма-
цевтичного виробництва, виїжджаючи на 
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передові підприємства та в науково-дослідні 
установи галузі. 

Найважливішою умовою успішного роз-
вит ку вітчизняної біотехнології є підви-
щен ня якості інженерної біотехнологічної 
освіти, формування нової генерації біотех-
нологів, що висуває особливі вимоги до 
практичної підготовки майбутніх фахівців. 
Кафедрою БТМ НУХТ налагоджено тісну 
співпрацю з провідними підприємствами 
мікробіологічної, харчової та фармацевтич-
ної промисловості України. Традиційними 
базами практики наших студентів є такі 
промислові гіганти, як фармацевтична кор-
порація «Артеріум», ФФ «Дарниця», «Фар-
мак», «Борщагівський ХФЗ», корпорація 
«Оболонь» тощо. Рівень інженерної підго-
товки та компетентність випускників кафе-
дри високо оцінені багатьма промисловими 
підприємствами, науково-дослідними уста-
новами й державними структурами, де вони 
працюють. 

Про необхідність інтеграції навчальної 
й науково-дослідної діяльності майбутньо-
го спеціаліста з біотехнології безпосеред-
ньо свідчать реалії сьогодення. Професій-
на діяльність біотехнолога нездійсненна 
на високому рівні без наукового підходу до 
будь-якого процесу. У зв’язку із цим для 
підвищення якості підготовки й оволодін-
ня набором компетенцій дуже важливим є 
залучення студента інженерно-технічного 
вузу в дослідницький процес у рамках пред-
метної підготовки й вивчення навчальних 
дисциплін, що безумовно сприяє творчому 
саморозвиткові й самоактуалізації особисто-
сті студента в професійній діяльності. 

З метою всебічного сприяння науковій, 
винахідницькій та іншій творчій діяльності 
студентів та магістрантів напряму підготов-
ки «Біотехнологія» на кафедрі БТМ НУХТ 
створений і вже декілька років успішно 
функціонує науковий гурток «BIOTECH». 

У розпорядженні молодих науковців —
дві науково-дослідні лабораторії, обладнані 
всім необхідним для проведення наукових 
досліджень. 

Молоді дослідники активно долучають-
ся до вирішення таких актуальних питань 
сьогодення, як створення ефективних біо-
препаратів для очищення ґрунтів та водних 
джерел від нафтових забруднень, підбір та 
випробування ефективних дезінфікуваль-
них засобів для харчових виробництв, до-
слідження мікробіологічних показників но-
востворених продуктів харчування, пошук 

ефективних продуцентів біологічно-актив-
них речовин, зокрема ензимів, тощо. Ре-
зультати роботи гуртківців високо оцінено й 
відзначено преміями та нагородами на нау-
кових конкурсах, міжнародних конференці-
ях і симпозіумах (рисунок). 

Тільки за останні роки студенти, магі-
странти та аспіранти кафедри удостоєні низ-
ки найпрестижніших премій та дипломів 
у галузі біотехнології: дипломів лауреатів 
конкурсу на кращу наукову роботу на тему 
«Зробимо Україну енергоощадною» (2011 р.), 
Грамоти Президії Національної академії 
наук України за серію робіт «Біотехнологіч-
ний спосіб переробки відходів виробництва 
біодизеля у мікробні поверхнево-активні ре-
човини для біоремедіації довкілля» (2012 р.), 
дипломів І–ІІІ ступенів за перемоги у Все-
українських конкурсах студентських нау-
кових робіт з природничих, технічних і гу-
манітарних наук (2007–2013 рр.), дипломів 
І–ІІІ ступенів за перемоги у ІІ турі Всеукра-
їнської студентської олімпіади з біотехноло-
гії (2008–2013 рр.).

Про високий рівень наукових дослі-
джень, що їх проводять на кафедрі біотех-
нології і мікробіології, свідчить велика за-
цікавленість провідних науково-дослідних 
установ у співробітництві. Кращих сту-
дентів-біотехнологів, починаючи з третього 
курсу, охоче залучають до науково-дослідної 
роботи такі наукові «титани» України, як: 
Інститут мікробіології і вірусології НАНУ, 
Інститут біохімії НАНУ, Інститут молекуляр-
ної біології та генетики НАНУ, Інститут бота-
ніки НАНУ, Інститут продовольчих ресурсів 
НААНУ, Інститут епідеміології та інфекцій-
них хвороб НАМНУ, Інститут фармакології та 
токсикології НАМНУ, Інститут геронтології 
НАМНУ, Інститут колоїдної хімії та хімії води 
НАНУ та ін. Різноплановість наукової темати-
ки виконуваних студентами досліджень свід-
чить про високий рівень їх підготовки.

Наукова робота, започаткована у сту-
дентські роки, дає добрі плоди. Багато хто 
з випускників кафедри біотехнології і мікро-
біології НУХТ стали видатними фахівцями 
в різних галузях сучасної науки й зробили 
успішну кар’єру в інститутах НАН України, 
провідних промислових підприємствах та 
профільних організаціях. За роки свого іс-
нування кафедра підготувала понад 60 кан-
дидатів та 6 докторів наук. Відмітною рисою 
випускників кафедри є те, що це високо еру-
довані, фундаментально підготовлені, моти-
вовані до професійної діяльності фахівці.
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Кафедра біотехнології і мікробіології 
НУХТ є лідером у сфері підготовки підручни-
ків у галузі біотехнології. Так, тільки за 
останні роки було видано такі підруч ни-
ки та навчальні посібники з грифом МОН 
Ук раїни: «Мікробіологія харчових ви-
робництв» (Т. П. Пирог, Л. Р. Решетняк, 
В. М. Поводзинський, Н. М. Грегірчак, 2007 р.), 
«Загальна біотехнологія» (Т. П. Пирог, О. А. Іг-
натова, 2009 р.), «Мікробіологія харчових вироб-
ництв. Лабораторний практикум» (Н. М. Гре-
 гірчак, 2009 р.), «Клітинна та генна інженерія» 
(О. В. Карпов, С. В. Демидов, С. С. Кир’яченко, 
2010 р.), «Методи молекулярної біотехнології. 
Лабораторний практикум» (О. І. Мартиненко, 
2010 р.), «Загальна мікробіологія» (Т. П. Пирог, 
2010 р.), «Технології мікробного синтезу лікар-
ських засобів» (Л. М. Буценко, Ю. М. Пенчук, 
Т. П. Пирог, 2010 р.), «Технологія пробіотиків» 
(С. О. Старовойтова, О. І. Скроцька, Ю. М. Пен-
чук, Т. П. Пирог, 2012 р.). Одержали гриф МОН 
та подані до друку навчальні посібники: «Біо-
логія клітин» (В. О. Красінько, І. М. Волоши-

на, І. В. Лич, С. В. Ігнатенко) та «Іммобілізовані 
ферменти і клітини в біотехнології» (Н. М. Гре-
гірчак, М. М. Ан тонюк, Л. М. Буценко). 

Постійний аналіз новітніх тенденцій фун-
даментальної біотехнологічної науки та своє-
часне корегування освітніх стандартів і на-
вчальних програм з урахуванням вимог часу є 
невід’ємним елементом сучасної системи під-
готовки біотехнологів для роботи у сферах на-
уки і виробництва. Саме тому співробітники 
кафедри БТМ НУХТ беруть активну участь у 
створенні нормативних документів, стандар-
тів вищої освіти, розробляючи сучасні засади 
біотехнологічної освіти в Україні. Упродовж 
останніх років кафедра представлена у скла-
ді комісії з біотехнології Науково-методичної 
ради Міністерства освіти і науки України (го-
лова — проф. Т. П. Пирог, члени комісії — 
доц. Н. М. Грегірчак, доц. Ю. М. Пенчук).

Перед Україною нині стоять глобальні 
завдання, пов’язані з інтенсивною інтегра-
цією країни у світовий економічний простір, 
формуванням сприятливого інвестиційного 
клімату, підвищенням конкурентоспромож-
ності вітчизняної промисловості. Реалізо-
вувати ці завдання мають конкретні люди, 
передусім фахівці з дипломами інженерів. 
І наш ювіляр, Національний університет 
харчових технологій, сьогодні досягає най-
динамічніших результатів, готуючи достой-
ну зміну інженерних кадрів нашої країни. 
Цьому сприяє активна освітянська та нау-
кова діяльність, складовими яких є тісна і 
плідна співпраця з промисловими підпри-
ємствами та науковими установами НАН 
України. Колектив кафедри біотехнології і 
мікробіології Національного університету 
харчових технологій не зупиняється на до-
сягнутому, а впевнено нарощує свій потен-
ціал та робить усе можливе для підготовки 
молодих талановитих інженерів і науковців 
у галузі біотехнології.

Останні нагороди студентів кафедри 
біотехнології і мікробіології НУХТ
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РЕЦЕНЗІЯ НА МОНОГРАФІЮ 
«БИОЛОГИЧЕСКАЯ ФИКСАЦИЯ АЗОТА» 

колективу авторів: Коць С. Я., Моргун В. В., Патика В. П., Даценко В. К., 
Кругова О. Д., Кириченко О. В., Мельникова Н. М., Михалків Л. М., 

Маліченко С. М., Маменко П. М., Кірізій Д. А., Береговенко С. К., 
Тихонович І. А., Проворов М. О., Петриченко В. Ф., Надкернична О. В. 

Монографія «Биологическая фиксация азота» у чотирьох томах є результатом співпра-
ці колективу авторів, які працюють у галузі симбіотичної й асоціативної азотфіксації упро-
довж багатьох десятиліть. Одні з них стояли біля витоків розвитку цього напряму досліджень 
у колишньому СРСР і в незалежній Україні, другі — активно працюють і сьогодні. Це спеціалісти 
в галузі мікробіології, фізіології рослин, біофізики, біохімії, генетики, агрохімії, біотехнології, еко-
логії. У монографії наведено як історичні факти, що стосуються розвитку цього напряму в XІX–XX 
ст., так і узагальнено новітні досягнення в дослідженні питань біологічного перетворення молеку-
лярного азоту фітобактеріальними симбіозами й асоціаціями у першому 10-літті XXI ст. 

Азот є одним із основних біогенних елементів планети Земля, головним компонентом живої 
матерії. Біологічна продуктивність біосфери суттєво залежить від джерел зв’язаного азоту, 
який постачають мікроорганізми, що здатні асимілювати атмосферний азот; органічні (решт-
ки живої матерії)  та мінеральні добрива. Останнє з них — високоенерговитратне й екологічно 
небезпечне, хоча достатньо ефективне для досягнення швидких результатів в одержанні висо-
ких врожаїв сільськогосподарських культур, однак украй негативне як антропогенний фактор 
забруднення навколишнього середовища і продуктів споживання людей, а також як мутаген 
і канцероген у вигляді нітрозосполук.  

Актуальність виходу монографії «Биологическая фиксация азота» пов’язана з вирішенням 
нагальних питань сьогодення — відновлення й збереження родючості ґрунтів, яка втрачається 
внаслідок надмірного використання хімічних засобів захисту і живлення рослин, а також от-
римання екологічно чистої продукції, що є безпечною для здоров’я людей. Це зумовлює потребу 
в розробленні нових біотехнологічних підходів у сучасному агровиробництві, прикладом чого 
можуть бути мікробні біотехнології, які застосовують у рослинництві. На сьогодні дедалі більше 
дослідників різних галузей біології залучаються до розв’язання завдань біологічного перетво-
рення молекулярного азоту, що здійснюється діазотрофними мікроорганізмами у симбіозах 
й асоціаціях з рослинами в природних екосистемах і агрофітоценозах, створених людиною. 
Комплексне застосування нових методів молекулярної біології, біотехнології та генетичної 
інженерії поряд із класичними методами мікробіології, фізіології рослин, агрохімії дають змо-
гу вирішувати фундаментальні питання, що стосуються виявлення закономірностей та особли-
востей формування і функціонування фітобактеріальних систем різної ефективності, а також 
розкривають практичні шляхи корекції симбіотичних взаємовідносин із метою створення висо-
коефективних симбіозів, спрямованих на підвищення існуючого на сьогодні рівня біологічного 
перетворення азоту атмосфери на органічні азотовмісні сполуки.  
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Перший том — «Бобово-ризобиальный симбиоз» — складається із шести розділів і містить 
інформацію про історію відкриття явища азотфіксації; кругообіг азоту в природі та його фор-
ми, що є доступними для рослин; процес біологічної азотфіксації та живі організми, які 
здатні його здійснювати. Детально описано біологічні особливості бульбочкових бактерій 
як основних постачальників зв’язаного азоту (в симбіозі з різними видами бобових рослин 
вони здатні накопичувати в орному шарі ґрунту від 40 до 500 кг азоту на 1 га): систематика 
бактерій, морфолого-культуральні та симбіотичні властивості (специфічність до рослини-
хазяїна, конкурентоспроможність, вірулентність, азотфіксувальна активність), що визначають 
ефективність симбіотичних систем. Подано характеристику ензимів, які беруть участь у процесі 
перетворення й підтримання біогеохімічного циклу азоту — нітрогенази і нітратредуктази, роз-
глянуто особливості синтезу нітрогенази й процесу фіксації азоту бульбочковими бактеріями в 
умовах ex planta. Наведено основні етапи розвитку кореневих бульбочок у бобових рослин. Знач-
ну увагу приділено молекулярним факторам, що відповідають за встановлення симбіотичних 
взаємозв’язків на етапі доконтактної взаємодії симбіонтів (хемотаксис бактерій до речовин коре-
невих екзометаболітів, вплив ексудатів пророслого насіння і коренів на фізіологічні параметри 
росту, розвитку й функціонування бактерій) і ранніх етапах симбіозу (флавоноїдів, лектинів, 
полісахаридів, гормонів тощо). Охарактеризовано молекулярні компоненти азотфіксувальних 
бактерій (екзополісахариди, ліпополісахариди, глюкани) і розкрито їхню роль у формуванні 
й функціонуванні фітобактеріальних симбіозів. Досить цікавими є результати досліджень 
фізіологічного стану рослин, що перебувають у симбіозі з бактеріями, зокрема окисно-відновних 
ензимів — пероксидази і каталази, які задіяні в ендогенній регуляції активних форм кисню як 
відповідь рослини на дію зовнішніх чинників, зокрема бактеризацію насіння. Особливу увагу 
приділено ролі генотипів макро- і мікросимбіонтів під час утворення бобово-ризобіальних си-
стем, питанням селекції високоефективних штамів бульбочкових бактерій, що їх використову-
ють в агробіотехнології як мікробні добрива для інокуляції насіння бобових культур і впливу 
окремих екологічних факторів на розвиток і продуктивність симбіозів.

Другий том — «Бобово-ризобиальный симбиоз» — складається із семи розділів і містить 
інформацію щодо рослинних лектинів та їхньої ролі у процесах формування й функціонування 
бобово-ризобіальних систем. Наведено загальну характеристику і структурно-біологічні 
особливості фітолектинів, сучасні уявлення про можливі функції лектинів у рослинних 
організмах, застосування цих протеїнів у біотехнології та клінічній діагностиці. Розглянуто 
роль різних класів фітогормонів та особливості формування і функціонування симбіотичних 
азотфіксувальних систем під впливом регуляторів росту рослин гормоноподібної дії, що також 
може бути використано для розроблення біотехнологічних прийомів у рослинництві. Окремий 
розділ присвячено протеомному аналізу — інструментальному методу, який дає змогу виявити 
й охарактеризувати протеїни, що експресуються в коренях рослин у відповідь на інокуляцію 
мікроорганізмами. Розкрито значення мікробних угруповань ґрунту в процесі формування 
бобово-ризобіального симбіозу. Висвітлено фундаментальне питання взаємозв’язку двох плане-
тарно-глобальних процесів — фотосинтезу й азотфіксації як основних складових продукційного 
процесу бобових рослин. Приділено також увагу питанням ефективності функціонування 
симбіотичних систем залежно від генотипів макро- і мікросимбіонтів, їхньої комплементарності 
та умов вирощування рослин. Описано препарати бульбочкових бактерій як перспективні 
біотехнологічні агенти, а також розглянуто ефективність їх застосування в агровиробництві.

У третьому томі — «Генетика азотфиксации, генетическая инженерия штаммов», — який 
складається із чотирьох розділів, узагальнено новітні досягнення в дослідженні генетики 
азотфіксації. Наведено характеристику генетичних методів, які застосовують для одержання 
нових штамів азотфіксувальних мікроорганізмів, — трансформації, трансдукції, кон’югації, 
злиття сферопластів, транспозонового мутагенезу, а також викладено експериментальні ре-
зультати з отримання штамів бульбочкових бактерій генно-інженерними методами, зокре-
ма методом кон’югації та транспозонового мутагенезу, і дослідження їхньої ефективності 
у симбіозі з бобовими рослинами. Розкрито особливості геному ризобій, одержаних методом 
транспозонового мутагенезу. Докладно розглянуто молекулярно-генетичні основи взаємодії 
азотфіксувальних мікроорганізмів з рослинами, зокрема бобово-ризобіальний симбіоз, симбіози 
рослин із ціанобактеріями, мікоризні симбіози, які є одним з основних джерел іммобілізації 
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важкодоступних для рослин сполук фосфору. Охарактеризовано генотипні внески рослин 
і мікроорганізмів у ефективність симбіозів, а також еколого-генетичні підходи до конструюван-
ня рослинно-мікробних систем.

У четвертому томі — «Ассоциативная азотфиксация», — який містить шість розділів, уза-
гальнено результати досліджень асоціативної азотфіксації. Проаналізовано питання щодо 
специфіки формування й функціонування симбіозів небобових рослин і азотфіксувальних 
мікроорганізмів, подано характеристику біологічних особливостей широкого кола діазотрофів. 
Детально описано утворення спонтанних бульбочок у небобових рослин, зокрема симбіоз 
квіткових рослин з актиноміцетами роду Frankia та папороті роду Azolla із ціанобактеріями 
Anabaena azolla. Розглянуто перспективи створення штучних симбіозів (паранодуляція) на рос-
линах шовковиці та моркви, а також окреслено практичні шляхи підвищення активності азот-
фіксації у цих системах, що відкриває можливість застосування результатів даних досліджень 
у розробленні біотехнологічних способів вирощування певних сільськогосподарських культур. 
Подано результати досліджень генетичної детермінації асоціативної азотфіксації, що свідчать 
про необхідність одночасного поліпшення генотипів макро- і мікросимбіонтів із наступним 
їх об’єднанням в оптимальних комбінаціях для створення ефективних асоціативних азотфік-
сувальних систем. Особливу увагу приділено ризосферним бактеріям Plant Growth Promoting 
Rhizobacteria, які виявляють комплексну позитивну дію на рослини і ґрунт. Проаналізовано 
новітні дані з дослідження азотфіксувальних, фосформобілізуючих бактерій, мікроорганізмів, 
які продукують біологічно активні й антибіотичні сполуки, здійснюють біоремедіацію грунтів. 
Висвітлено практичні аспекти застосування зазначених бактерій у агробіотехнології для іноку-
ляції насіння сільськогосподарських культур. Всебічно розкрито роль біологічної азотфіксації в 
сучасному агровиробництві, охарактеризовано мікробіологічні препарати, створені українськи-
ми науковцями, а також деякі біотехнологічні прийоми виробництва цих препаратів. Показано 
вплив інтродукованих азотфіксувальних мікроорганізмів на ризосферну мікрофлору рослин. 
Окремий розділ присвячено методам дослідження ґрунтових мікроорганізмів: обліку чисель-
ності діазотрофів у кореневій зоні рослин, скринінгу активних штамів із ґрунту і ризосферної 
зони, оцінці перспективності подальшого застосування бактерій як основи або компонентів мі-
кробних інокулюмів. Детально розглянуто ізотопний і ацетиленовий (базовий у дослідженнях 
з азотфіксації) методи визначення нітрогеназної активності в ґрунті, на коренях рослин, у сис-
темі «рослина — мікроорганізми» in situ, а також на прикладі азотфіксувальних бактерій роду 
Azospirillum — імунохімічні методи, використовувані для ідентифікації діазотрофних мікроор-
ганізмів.

Чотиритомне видання «Биологическая фиксация азота» є актуальним, доцільним 
і своєчасним. Монографія буде корисною для спеціалістів у галузі фізіології рослин, 
сільськогосподарської мікробіології, рослинництва, агробіотехнології, агрохімії, екології, ге-
нетики, а також для викладачів, аспірантів, студентів вищих і середніх навчальних закладів 
профільних напрямів.

Завідувач кафедри мікробіології та сучасної біотехнології 
Відкритого міжнародного університету розвитку людини «Україна»,

доктор біологічних наук, професор 
А. Ф. Антипчук
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ДО УВАГИ 
біохіміків, молекулярних біологів, біофізиків, фізіологів, генетиків, 

фахівців у галузі біотехнології, біоорганічної хімії, мікробіології, імунології, 
клітинної біології, ендокринології, екології, лабораторної діагностики — всіх, 

хто цікавиться біохімічними основами і механізмами життєдіяльності організмів.

ІНФОРМАЦІЙНЕ ПОВІДОМЛЕННЯ

Національна академія наук України (НАНУ), Українське біохімічне товариство (УБТ), 
Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАНУ, Київський національний університет імені Тара-
са Шевченка повідомляють, що 06–10 жовтня 2014 р. в м. Києві на базі Київського національ-
ного університету імені Тараса Шевченка за підтримки Державного агентства з питань науки, 
інновацій та інформатизації України, Міністерства охорони здоров’я України, Національної 
академії медичних наук України та Федерації європейських біохімічних товариств (FEBS) 
відбудеться черговий ХІ Український біохімічний конгрес. 

ХІ Українcький біохімічний конгрес — це визначна подія не тільки для біохіміків і молеку-
лярних біологів, але й для фахівців суміжних спеціальностей, для тих, хто використовує біо-
хімічні методи та моделі у своїй науковій роботі і хто цікавиться найновішими досягненнями 
світової біохімічної науки, що наразі переживає небувалий прогрес, який можна порівняти хіба 
що з розвитком інформаційних технологій. Окрім того, це — підведення підсумків і відзначення 
досягнень вітчизняних науковців у цій галузі за останні чотири роки, а також визначення пер-
спектив її розвитку в Україні. 

Тематика конгресу включатиме фундаментальні питання сучасної біохімії та молекуляр-
ної біології, біотехнології, імунохімії, медичної та харчової біохімії, біохімії сільськогосподар-
ських тварин і рослин, екологічних аспектів біохімії, викладання сучасної біохімії та історії її 
розвитку тощо.

Основні секції роботи конгресу: 
1 — Структура, властивості та функції біологічних макромолекул і надмолекулярних комплексів.
2 — Регуляція метаболічних процесів та клітинних функцій.
3 — Медична біохімія.
4 — Біотехнологія. Біобезпека і біозахист.
5 — Біохімія сільськогосподарських тварин і рослин та харчова біохімія.
6 —  Викладання біохімії та суміжних дисциплін і шляхи вдосконалення фахової підготовки 

молодих учених. Історія біохімічної науки.

Важливі дати: 
 30 травня 2014 р. — останній термін реєстрації для участі у конгресі з пільговим реєстраційним 
внеском (розміри реєстраційних внесків наведено на сайті конгресу) та останній строк подання 
рефератів усних і стендових доповідей для публікації у спеціальному випуску Ukrainian Biochemical 
Journal (Український біохімічний журнал). Для публікації достатньо реєстрації одного з авторів, 
але для участі у роботі конгресу кожен учасник має бути зареєстрований окремо.

! Реєстрація учасників проводитиметься до початку конгресу, але після 30 травня вже не за 
пільговим, а за повним тарифом.

–  06 жовтня (понеділок) 2014 р. — день заїзду учасників і відкриття ХІ Українського біохіміч-
ного конгресу, яке включатиме урочисту церемонію, пленарні лекції, концерт та прийом;

– 07 жовтня — засідання Українського біохімічного товариства під час роботи конгресу; 
– 10 жовтня 2014 р. — останній день роботи конгресу і його закриття.

Детальнішу інформацію можна знайти на веб-сайті конгресу: http://www.bioinfo.org.
ua, який також розміщено і на сайті Інституту біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України: 
http://www.biochemistry.org.ua.

Запрошуємо широкі кола біохімічної спільноти України, усіх, хто цікавиться «хімією жит-
тя», до участі в роботі ХІ Українського біохімічного конгресу!



ПЕРЕДПЛАТА — 2014

З питань організації передплати в Україні, оформлення замовлень та 
обробки передплатної документації звертайтеся, будь ласка, до 

1.  «Каталогу видань України»:
Підписний індекс 37796.

2. Передплатного агентства «Укрінформнаука»:
тел. / факс +38 (044) 239-64-57, моб. +38 (050) 154-77-83.
Електронна пошта: innovation@nas.gov.ua.
Поштова адреса: вул. Володимирська, 54, кімн. 144, м. Київ-30, 01601.

З питань організації підписки в Росії звертайтеся, будь ласка, до компанії 
«Інформнаука»:

тел:. 8 (495) 787 38 73, факс: 8 (499) 152 54 81.
Електронна-пошта: perova@viniti.ru
Поштова адреса: ТОВ «Інформнаука», вул. Усієвича, 20, м. Москва, 

125190, Росія.

Ви можете оформити передплату або придбати свіжі 
номери журналу «Biotechnologia Acta» в електронній 
бібліотеці PressPoint: www.presspoint.ua 


