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Анаëиз методов и носитеëей дëя иммобиëизации биоëоãически активныõ 
веществ, физико-õимическиõ свойств, поëученныõ с иõ испоëьзованием препа-
ратов, показаëи перспективность иõ применения в ферментативной õимии, 
дëя поëучения потенциаëьныõ диаãностическиõ и ëекарственныõ средств и 
решения экоëоãическиõ пробëем. 

К ë ю ч е в ы е   с ë о в а: биоëоãически активные вещества, иммобиëизация, 
ферментативный синтез, медицина, экоëоãия. 

иíжеíерíàÿ эíзèìологèÿ – клàссèческàÿ облàсть бèотехíологèè, остàетсÿ 
àктуàльíой, поскольку èììобèлèзоâàííые рàзíыìè ìетодàìè бèологèческè àктèâ-
íые âещестâà íàходÿт шèрокое прèìеíеíèе â рàзлèчíых облàстÿх íàукè, тоíкоì 
оргàíèческоì сèíтезе, ìедèöèíе, экологèè. 

Бèотехíологèческèе èсследоâàíèÿ â ФХи èìеíè А.Â. Богàтского НАН Укрàèíы 
проâодÿтсÿ íà протÿжеíèè 30 лет è осущестâлÿютсÿ â трех осíоâíых íàпрàâлеíèÿх.

1. Ферìеíтàтèâíый сèíтез БАÂ: èспользоâàíèе ìèкрооргàíèзìоâ, клеточíых 
структур, ферìеíтоâ â сâободíоì è èììобèлèзоâàííоì âèде â реàкöèÿх íèтроâосстà-
íоâлеíèÿ, окèслеíèÿ, àöетèлèроâàíèÿ è гèдролèзà àзотсодержàщèх соедèíеíèй. 

2. Медèöèíскàÿ бèотехíологèÿ: создàíèе потеíöèàльíых дèàгíостèческèх è 
лекàрстâеííых средстâ íà осíоâе èììобèлèзоâàííых белкоâ, ферìеíтоâ, àллер-
геíоâ, лекàрстâеííых препàрàтоâ. 

3. Экологèческàÿ бèотехíологèÿ: рàзрàботкà ферìеíтàтèâíых ìетодоâ удàлеíèÿ 
феíольíых поллютàíтоâ. 

Â результàте èсследоâàíèй â облàстè ферìеíтàтèâíого сèíтезà âперâые 
покàзàíо, что штàììы è бесклеточíые экстрàкты E. coli ÂÊÌБ-471, -870, -835, 
суперíàтàíт 9000 g è ìèкросоìы печеíè крыс селектèâíо è эффектèâíо âосстà-
íàâлèâàют íèтрозàìещеííые беíзойíые кèслоты, феíолы, беíзо-2,1,3-тèàдèàзолы 
[6,10], 1,4-беíздèàзепèí-2-оíы, дèбеíзо-[b,f]-1,4-дèàзепèíы [1,5,9], хèíоксàлèíоíы, 
беíзофеíоíы, хèíолоíы [10] с обрàзоâàíèеì соотâетстâующèх àìèíопроèзâодíых. 
Рèс. 1 èллюстрèрует обрàзоâàíèе àìèíопроèзâодíых беíзо-2,1,3-тèàдèàзолà è 
1,4-беíздèàзепèí-2-оíà с âысокèìè âыходàìè (70–90 %) è стереоспеöèфèчíостью 
âосстàíоâлеíèÿ íèтрогруппы дèбеíздèàзепèíà è хèíоксàлèíоíà. 
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Рис.1. Восстановление нитросоединений клетками E. coli (37 °С, рН 7,4–8,5)

Fig.1. Reduction of nitro compounds by E. coli cells (37 °С, рН 7,4–8,5)

Устàíоâлеíо, что àктèíоìèöеты эффектèâíо кàтàлèзèруют гèдроксèлèроâàíèе 
1,4-беíздèàзепèí-2-оíоâ с обрàзоâàíèеì оптèческè àктèâíых èзоìероâ (40–50 %), 
облàдàющèх более âырàжеííой фàрìàкологèческой àктèâíостью [9] (рèс. 2), флуо-
реíà è флуореíоíà [8], à тàкже с âысокèìè âыходàìè, проâодÿт N-àöетèлèроâàíèе 
àìèíобеíзофеíоíоâ [3], àспергèллы – кàтàлèзèруют гèдролèз 3-àöетоксè- è геìè-
сукöèíàтà 3-оксèпроèзâодíых 1,2-дèгèдро-3Н, 1,4 беíздèàзепèí-2-оíоâ с ìàксè-
ìàльíыìè âыходàìè 3-оксèпроèзâодíых – 50 %.

Рис. 2. Микробное гидроксилирование 1,4-бенздиазепин-2-онов

Fig.2. Microbial hydroxylation of 1,4-benzdiazepene-2-ones

Â íеâодíых средàх осущестâлеí кàтàлèзèруеìый лèпàзой penicillium solitum 
сèíтез сложíых эфèроâ í-бутèлàöетàтà è олеèлолеàтà с âысокèìè âыходàìè è 
èспользоâàíèеì ферìеíтà â ходе 3-х кàтàлèтèческèх öèклоâ. 

Â результàте èììобèлèзàöèè â кàррàгèíàí былè получеíы àктèâíые è стà-
бèльíые, ìíогокрàтíого èспользоâàíèÿ (до 11 рàз), бèокàтàлèзàторы âосстàíоâле-
íèÿ íèтропроèзâодíых беíздèàзепèíоâ, беíзо-2,1,3-тèàдèàзолоâ [7, 23, 25]. 
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Рис. 3. Циклы использования свободной липази P. solitum в синтезе 
н-бутилацетата и олеилолеата

Fig. 3. Cycles of free P. solitum lipase usage in n-butylacetate  
and oleyloleate synthesis 

иììобèлèзоâàííàÿ ìèкросоìàльíàÿ фрàкöèÿ печеíè крыс íà полèэтèлеíе с 
прèâèтыìè полèàллèлоâыì спèртоì è полèàкрèлоâой кèслотой, позâолèлè оöеíèть 
âлèÿíèе ксеíобèотèкоâ íà ìоíооксèгеíàзы печеíè ìлекопèтàющèх è íàрàбàтыâàть 
ìетàболèты 1,4-беíздèàзепèí-2-оíоâ [2]. 

Эффектèâíость эíзèìотерàпèè огрàíèчеíà быстрой èíàктèâàöèей ферìеíтоâ, 
íестàбèльíостью прè хрàíеíèè, стерèлèзàöèè, àâтолèзоì, дейстâèеì èíгèбèтороâ 
è др. 

Фèксàöèÿ ферìеíтоâ è др. БАÂ íà íосèтеле позâолÿет получàть экоíоìèчíые 
è стàбèльíые препàрàты пролоíгèроâàííого дейстâèÿ è рàзрàбàтыâàть íоâые путè 
èх ââедеíèÿ. 

Âыбор ìетодà èììобèлèзàöèè бàзèруетсÿ íà сâедеíèÿх о хèìèческой структуре 
ферìеíтà èлè БАÂ, фèзèко-хèìèческèх сâойстâàх ìàтрèöы. 

Âозìожíо обрàзоâàíèе кàк коâàлеíтíой сâÿзè, тàк è íеâàлеíтíых âзàèìодейст-
âèй ìежду фуíкöèоíàльíыìè группàìè (àìèíо-, кàрбоксèльíыìè, гèдроксèльíыìè, 
сульфгèдрèльíыìè, оксèфеíèльíыìè) бокоâых öепей àìèíокèслот, стàбèлèзèру-
ющèх ìолекулы белкà, è ìолекулàìè íосèтелÿ [16]. 

Прè создàíèè потеíöèàльíых дèàгíостèческèх è лекàрстâеííых средстâ íà 
осíоâе èììобèлèзоâàííых БАÂ особое âíèìàíèе уделÿлè: âыбору ìàтрèöы ìе-
дèöèíского íàзíàчеíèÿ, ìетоду èììобèлèзàöèè, соотâетстâующеìу прèìеíеíèю 
препàрàтà, èсследоâàíèю услоâèй èììобèлèзàöèè (рН, теìперàтуры, соотíошеíèÿ 
реàгеíтоâ, порèстостè íосèтелÿ, содержàíèÿ реàкöèоííоспособíых групп è др.), 
коìплексíоìу èзучеíèю фèзèко-хèìèческèх сâойстâ получеííых препàрàтоâ. 

Результàты оöеíèâàлè по сохрàíеíèю ферìеíтàтèâíой àктèâíостè, содержàíèю 
белкà èлè БАÂ â срàâíеíèè со сâободíой форìой, âо âреìеíè, после стерèлèзàöèè. 
Детàльíо àíàлèзèроâàлèсь рН терìозàâèсèìостè ферìеíтàтèâíой àктèâíостè, 
кèíетèческèе пàрàìетры фуíкöèоíèроâàíèÿ, терìостàбèльíость, устойчèâость â 
кèслых è щелочíых средàх. 
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Îбрàзоâàíèе ìодèфèöèроâàííых форì докàзàíо коìплексоì фèзèко-хèìè-
ческèх ìетодоâ (иК-, УФ-спектроскопèÿ, âèскозèìетрèÿ, ìàсс-спектроìетрèÿ è 
др.). С èспользоâàíèеì гèдролèтèческèх ферìеíтоâ рàзлèчíого проèсхождеíèÿ 
рàзрàботàíы препàрàты длÿ терàпèè рàí è ожогоâ, зàìестèтельíой терàпèè íедо-
стàточíостè пèщеâàреíèÿ. 

Длÿ èììобèлèзàöèè прèìеíÿлè рàзлèчíые íосèтелè (гèдрофèльíые полèìе-
ры – ПЭГ, ПÂК, ПÂП, ПÂС, ПЭÎ, переâÿзочíые средстâà, угольíые ìàтерèàлы, 
пèщеâые âолокíà, полèсàхàрèды, àэросèлы) è фèзèческèе (àдсорбöèÿ, âключеíèе 
â гель, èìпрегíàöèÿ) ìетоды èììобèлèзàöèè. 

Длÿ зàкреплеíèÿ гèдролèтèческèх ферìеíтоâ с шèрокой субстрàтíой спеöèфè-
чíостью (íà ìàрле, íеткàíоì ìàтерèàле, угольíой ткàíè, прè рàзрàботке глàзíых 
лекàрстâеííых плеíок (ГЛП), плеíочíых форì àллергеíоâ белкоâой прèроды) 
èспользоâàлè перспектèâíый ìетод ìодèфèкàöèè полèìероâ (ПÂС, ПЭÎ) бурой 
[12-14,16]. Стàбèлèзàöèÿ è пролоíгèроâàíèе БАÂ достèгàетсÿ зà счет íеâàлеíтíых 
âзàèìодейстâèй с полèìероì è âключеíèÿ â структуру сшèтого полèìерà. 

С èспользоâàíèеì β-öèклодекстрèíà, обрàзующего клàтрàты с рàзлèчíыìè 
оргàíèческèìè соедèíеíèÿìè, способстâующего поâышеíèю бèодоступíостè è 
рàстâорèìостè БАÂ [4], èììобèлèзоâàлè пèхтоâое ìàсло [16]. Коìплексообрàзо-
âàíèе подтâерждеíо ìетодàìè терìогрàâèìетрèè, иК- è ЯМР 13С-спектроскопèè; 
определеíà структурà клàтрàтà β-öèклодекстрèíà с осíоâíыì коìпоíеíтоì пèхто-
âого ìàслà – борíèлàöетàтоì (рèс. 4). Молекулà борíèлàöетàтà почтè полíостью 
погружеíà âо âíутреííюю гèдрофобíую полость β-öèклодекстрèíоâого коíèческого 
брàслетà. Борíеольíый фрàгìеíт рàзìещеí âíутрè полостè ìàтрèöы, àöетèльíый 
– âыходèт èз íее è обрàзует âодородíую сâÿзь с одíой èз сеìè групп CH2Oh. 

Рис. 4. Модель клатрата борнилацетата с β-циклодекстрином 

   Fig. 4. The clatrate model of bornyl acetate with β-cyclodextrin

Покàзàíà перспектèâíость полè-N-âèíèлкàпролàктàìà (ПÂК), обрàзующего 
коìплексы âключеíèÿ с феíолàìè, àíтèìèкробíыìè средстâàìè: броíополоì 
(рèс. 5) è трèклозàíоì, солÿìè ìетàллоâ, длÿ èììобèлèзàöèè БАÂ [15–17, 27, 32]. 
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Рис.5. Образование комплекса ПВК-бронопол

Fig.5. Complex formation of PVC-bronopol

Методàìè ЯМР 13С- è иК-спектроскопèè устàíоâлеíо, что коìплексообрàзо-
âàíèе осущестâлÿетсÿ зà счет обрàзоâàíèÿ âодородíой сâÿзè ìежду кàрбоíèльíой 
группой кàпролàктàìíых зâеíьеâ è гèдроксèльíыìè группàìè стàбèлèзàтороâ 
(феíольíых соедèíеíèй, броíополà, белкоâ), à тàкже â результàте âытесíеíèÿ 
âоды èз структуры полèìерà è проèсходÿщего прè этоì уплотíеíèÿ структуры. 
Мàкроìолекулы белкà коíкурèруют со стàбèлèзàтороì зà сâÿзыâàíèе с ПÂК, 
одíàко ìолекулы стàбèлèзàторà остàютсÿ âключеííыìè â полèìерíую ìàтрèöу. 

итогоì более чеì 20-летíей рàботы â облàстè èììобèлèзàöèè протеолèтè-
ческèх ферìеíтоâ ÿâèлось создàíèе протèâорàíеâых è протèâоожогоâых поâÿзок 
пролоíгèроâàííого дейстâèÿ – «Элàстотерàзы èììобèлèзоâàííой» (соâìестíо с 
иíстèтутоì ìèкробèологèè è âèрусологèè èìеíè Д.К. Зàболотíого è иíстèтутоì 
фàрìàкологèè è токсèкологèè НАН Укрàèíы) – препàрàтà, рàзрешеííого к проèз-
âодстâу è клèíèческоìу прèìеíеíèю â Укрàèíе è Россèè [12, 16]. Препàрàт пред-
стàâлÿет собой сàлфеткè èз ìàрлè èлè íеткàíого ìàтерèàлà, íà которых зàкреплеí 
ферìеíт элàстотерàзà (щелочíàÿ серèíоâàÿ протеèíàзà Bacillus subtilis 316 М) с 
àктèâíостью 160–240 Пе/г. Препàрàт сохрàíÿет 70–80 % èсходíой àктèâíостè, 
стàбèлеí после γ-стерèлèзàöèè (20 кГр) è прè 2-х летíеì хрàíеíèè, отлèчàетсÿ 
âысокой удельíой àктèâíостью. 

Нà стàдèè клèíèческой àпробàöèè íàходèтсÿ эффектèâíый рàíозàжèâлÿющèй 
препàрàт «иììобèлèзоâàííàÿ íà АУÂМ щелочíàÿ протеàзà», отлèчàющèйсÿ âысо-
кèìè íекролèтèческèìè è àдсорбöèоííыìè сâойстâàìè, дреíèрующèì эффектоì, 
стàбèльíый â услоâèÿх хрàíеíèÿ è γ-стерèлèзàöèè, пролоíгèроâàííого дейстâèÿ 
[11]. Эксперèìеíты íà лàборàторíых жèâотíых покàзàлè его большую àктèâíость 
по срàâíеíèю с профезèìоì, èììозèìàзой, èруксолоì. Срокè очèщеíèÿ эксперè-
ìеíтàльíых гíойíых рàí сокрàщàлèсь с 11 до 3 суток. 

Длÿ лечеíèÿ рàí è ожогоâ былè получеíы ìàзè, гелè, плеíкè, плàстырè с âклю-
чеííыìè протеолèтèческèìè è лèтèческèìè ферìеíтàìè, коìплексíые препàрàты, 
содержàщèе протеèíàзы è àíтèбàктерèàльíые средстâà (дèоксèдèí, полèìèксèí, 
декàìетоксèí) [13, 16, 38]. 

Îсобый èíтерес предстàâлÿют полèìерíые гèдрогелеâые рàíеâые покрытèÿ 
плеíочíого тèпà [41], которые, â отлèчèе от сорбöèоííых ферìеíтíых переâÿзочíых 
средстâ (ìàрлеâых, íеткàíых ìàтерèàлоâ è др.), облàдàют рÿдоì достоèíстâ: плàс-
тèчíостью, âозìожíостью âèзуàльíого коíтролÿ зà состоÿíèеì рàíы, охлàждàющèì 
дейстâèеì. Îíè лèзèруют íекротèческèе обрàзоâàíèÿ, предотâрàщàют рàзâèтèе 
èíфекöèè, создàют âлàжíую среду, оптèìàльíую длÿ регеíерàöèè, способстâуют 
элèìèíàöèè экссудàтà, подàâлеíèю ìèкрофлоры. 

N O

CH CH2
n

 

. . . . . . C

NO2

BrCH2

CH2

OH

OH



13Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія ¹ 6/2009

IММÎБIЛIЗАЦIЯ БIÎЛÎГIчНÎ АКТиÂНиХ РечÎÂиН

Â íàстоÿщее âреìÿ соâìестíо с Москоâской госудàрстâеííой àкàдеìèей тоíкой 
хèìèческой техíологèè èìеíè М.Â. Лоìоíосоâà получеíо гèдрогелеâое рàíеâое 
покрытèе íà осíоâе ìодèфèöèроâàííого полè-N-âèíèлпèрролèдоíà (ПÂП)) с èì-
ìобèлèзоâàííой щелочíой протеàзой (плеíкè дèàìетроì 9 сì, площàдью 63,6 сì2, 
толщèíой 0,35 ìì, средíей ìàссой 3 г), с колèчестâеííыì сохрàíеíèеì àктèâíостè, 
стàбèльíостью прè хрàíеíèè, устойчèâостью к дейстâèю поâышеííых теìперàтур 
(k терìоèíàктèâàöèè длÿ сâободíого è èììобèлèзоâàííого препàрàтà состàâèлè 
2,76·10-2 è 8,42·10-4 ìèí-1, соотâетстâеííо), пролоíгèроâàííого дейстâèÿ [37]. 

Полèìерíый гèдрогелеâый ìàтерèàл предстàâлÿет собой оргàíо-íеоргàíèче-
скèй гèбрèд (рèс.6) – продукт объедèíеíèÿ креìíèйсодержàщего соедèíеíèÿ è 
ПÂП â öелостíую структуру с обрàзоâàíèеì ìíожестâеííых âодородíых сâÿзей 
ìежду кèслородоì кàрбоíèльíой группы лàктàìíого кольöà ПÂП è âодородоì 
сèлàíольíой группы золÿ полèкреìíèеâой кèслоты.

Рис.6. Формирование органо-неорганического гибрида ПВП-поликремниевая кислота

Fig. 6. Formation of PVP/polysilicic acid organo-inorganic hybrid 

Прè рàзрàботке препàрàтà длÿ зàìестèтельíой терàпèè íедостàточíостè 
пèщеâàреíèÿ осущестâлеíà èììобèлèзàöèÿ лèпàзы penicillium solitum (ферìеíт 
полíостью èíàктèâèруетсÿ â среде желудочíого сокà) íà углеродíоì âолокíèстоì 
ìàтерèàле АУÂМ “ДНеПР-МН” (иíстèтут проблеì ìàтерèàлоâедеíèÿ НАН 
Укрàèíы) с поìощью ПÂС, сшèтого бурой. 

Âыбор íосèтелÿ обуслоâлеí его шèрокèì èспользоâàíèеì â àпплèкàöèоííой 
терàпèè, эíтеросорбöèè è геìосорбöèè [19] âследстâèе âысокèх àдсорбöèоííых 
хàрàктерèстèк, рàзâèтой порèстостè. Предложеííый ìетод позâолÿет, прè èс-
пользоâàíèè АУÂМ с vs 0,41–1,3 сì3/г è ìàссоâоì соотíошеíèè ферìеíт:ìàтрèöà 
1:30–1:60 (рèс. 7 ), получàть âысокоàктèâíые (20–40 Ле/ìг) èììобèлèзоâàííые 
препàрàты, стàбèльíые â кèслой среде è прè длèтельíоì хрàíеíèè, пролоíгèро-
âàííого дейстâèÿ [40, 44], с âысокèìè àдсорбöèоííыìè хàрàктерèстèкàìè. Рàзрà-
ботàííый препàрàт «Эíсоферì» íàходèтсÿ â стàдèè клèíèческèх èсследоâàíèй. 

Медèко-бèологèческèе èсследоâàíèÿ (Нии педèàтрèè, àкушерстâà è гèíеколо-
гèè МЗ Укрàèíы) подтâердèлè âысокèе àдсорбöèоííые сâойстâà препàрàтà, íàлèчèе 
дозозàâèсèìого эффектà; íорìàлèзàöèю фуíкöèй печеíè прè эксперèìеíтàльíоì 
токсèческоì порàжеíèè, хроíèческоì гепàтохолеöèстèте. Покàзàíà безâредíость 
препàрàтà è отсутстâèе побочíого дейстâèÿ íà èíтегрàльíые покàзàтелè оргàíèзìà 
прè хроíèческоì ââедеíèè. 

Покàзàíо, что рàзрàботàííое плеíочíое покрытèе íà осíоâе àöетèлфтàлè-
лöеллюлозы длÿ èììобèлèзоâàííой лèпàзы â дâà рàзà уâелèчèâàет àктèâíость 
ферìеíтà â кèслой среде, ìоделèрующей желудочíый сок [30]. 
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Рис. 7. Влияние массового соотношения фермент: матрица на активность липазы, 
иммобилизованой на АУВМ с использованием ПВС, сшитого бурой
Fig. 7. Influence of enzyme/matrice mass ratio on lipase activity immobilized on 

ACFM with using of borax-linked PVA

Â кàчестâе осíоâы длÿ ГЛП, содержàщèх торфот è протеàзы, èспользоâàлè 
бèосоâìестèìые сополèìеры àкрèлàìèдà, âèíèлпèрролèдоíà è этèлàкрèлàтà, по-
лèâèíèлоâый спèрт, сшèтый бурой [13,16]. 

Эксперèìеíтàльíые èсследоâàíèÿ ГЛП â коìплексíой терàпèè ожогоâ глàз 
кролèкоâ (иíстèтут глàзíых болезíей è ткàíеâой терàпèè èìеíè Â.П. Фèлàтоâà 
АМН Укрàèíы) покàзàлè, что прèзíàкè ожогоâой болезíè купèроâàлèсь â 1,5 
рàзà быстрее по срàâíеíèю с коíтрольíой группой. иììобèлèзоâàííый препàрàт 
(ìàтрèöà ПÂС) проходèт стàдèю клèíèческой àпробàöèè. 

Учèтыâàÿ, что пàпàèí – препàрàт âыборà â офтàльìологèè, получеíы его 
стàбèльíые, èììобèлèзоâàííые соâìестíо с ìочеâèíой ГЛП (ìàтрèöà ПÂС) [39]. 
Добàâлеíèе ìочеâèíы (обуслоâлеíо ее дейстâèеì, деíàтурèрующèì белкоâую 
ìолекулу) прèâодèт к усèлеíèю протеолèтèческой àктèâíостè â 1,7 рàзà; ââедеíèе 
àктèâàтороâ (сìесь L-öèстеèíà è дèíàтрèеâой солè ЭДТА), способстâует поâы-
шеíèю àктèâíостè сâободíого è èììобèлèзоâàííого ферìеíтà â 4,3 è 10,6 рàз, 
соотâетстâеííо. Получеííые результàты позâолÿют зíàчèтельíо уìеíьшèть коí-
öеíтрàöèю ферìеíтà â ГЛП, что экоíоìèческè âыгодíо. 

Нà ìоделÿх тÿжелых щелочíых ожогоâ рогоâèöы глàз кролèкоâ (иíстèтут 
глàзíых болезíей è ткàíеâой терàпèè èìеíè Â.П.Фèлàтоâà АМН Укрàèíы) покà-
зàí оптèìàльíый íекролèтèческèй эффект локàльíого хàрàктерà без поâреждеíèÿ 
здороâой ткàíè после 45 ìèí дейстâèÿ препàрàтà, что позâолÿет проâодèть íеот-
ложíую керàтоплàстèку [45]. 

Прè èзучеíèè èììобèлèзàöèè лèтèческèх ферìеíтíых коìплексоâ (ЛФК) 
Streptomyces sp. – стерèлàзы è лèзорèöефèíà, предостàâлеííых НТУУ КПи, 
Дíепропетроâскèì íàöèоíàльíыì уíèâерсèтетоì, препàрàтоâ шèрокого спектрà 
дейстâèÿ, способíых лèзèроâàть клеточíые стеíкè рÿдà грàìположèтельíых è 
грàìотрèöàтельíых бàктерèй, дрожжей, – определеíо, что èх соâìестíàÿ èììо-
бèлèзàöèÿ с протеàзàìè позâолÿет уâелèчèть бàктерèолèтèческую àктèâíость â 
1,5–3 рàзà (рèс. 8) [14, 25, 38]. 
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Получеíы препàрàты бàктерèолèтèческого дейстâèÿ, зàкреплеííые íà пере-
âÿзочíых средстâàх, коìплексíые препàрàты с бàктерèолèтèческой è протеолè-
тèческой àктèâíостÿìè, ГЛП. Перâèчíàÿ àпробàöèÿ покàзàлà èх перспектèâíость 
прè лечеíèè зàболеâàíèй ЛÎР-оргàíоâ (ìезотèìпàíèтоâ, эпèтèìпàíèтоâ, отèтоâ 
грèбкоâой этèологèè), â терàпèè ожогоâ глàз кролèкоâ [38]. 

Рис. 8. Совместная иммобилизация лизорицефина и протеазы С

fig. 8. joint immobilization of lyzoricefine and protease C

 Постоÿííо âозрàстàющàÿ чàстотà àллергèческèх зàболеâàíèй, â т.ч. àллергè-
ческèх рèíèтоâ (АР), осíоâíые прèíöèпы дèàгíостèкè è терàпèè, âключàÿ СиТ, 
íедостàткè пàреíтерàльíого ìетодà ââедеíèÿ (ââедеíèе àллергеíоâ íе â «шокоâый 
оргàí», быстрое âсàсыâàíèе, сложíость создàíèÿ субдозèроâкè, âозìожíость âоз-
íèкíоâеíèÿ àíàфèлàктèческèх реàкöèй, болезíеííость проöедур длÿ пàöèеíтà, 
íеэкоíоìèчíость [22]) – âызâàлè íеобходèìость рàзрàботкè èх èììобèлèзоâàííых 
форì è íоâых путей ââедеíèÿ: перорàльíого è èíтрàíàзàльíого. 

исследоâàíèÿ осущестâлÿютсÿ соâìестíо с ÎÎÎ «иììуíолог», Îдесскèì è 
Âèííèöкèì госудàрстâеííыìè ìедèöèíскèìè уíèâерсèтетàìè. Â рàботе èспользо-
âàлè коììерческèе препàрàты пèщеâых (àллергеí белкà курèíого ÿйöà – АБКЯ), 
бытоâых (àллергеí доìàшíей пылè – АДП), àллергеíоâ пыльöы березы (АПБ) 
è ржè (АПР), стàíдàртèзоâàííые â ед. PNU (белкоâый àзот), стàбèлèзоâàííые 
0,4 % феíолоì, íоâокàèí, àöелèзèí-КМП, ìетèлеíоâый сèíèй (МС). 

Прè рàзрàботке стàбèльíых форì àллергеíоâ длÿ ââедеíèÿ per os èзучèлè 
èх фèксàöèю íà прèродíых è сèíтетèческèх íосèтелÿх [24, 26, 27, 29]. Îтìечеíы 
положèтельíые результàты èììобèлèзàöèè íà ПÂК è àэросèле А-380: âысокàÿ 
степеíь сâÿзыâàíèÿ, устойчèâость прè хрàíеíèè, получеíèе грàíул ПÂК с àллерге-
íàìè, стàбèлèзèроâàííыìè ìеíее токсèчíыìè, чеì феíол, àспèрèíоì è резорöèíоì, 
селектèâíое сâÿзыâàíèе белкà àэросèлоì А-380, пролоíгèроâàííость дейстâèÿ прè 
ìоделèроâàíèè рН желудкà è кèшечíèкà. 

Рàзрàботкà èììобèлèзоâàííых àллергеíоâ длÿ èíтрàíàзàльíого путè ââедеíèÿ 
проâодèлàсь с öелью лечеíèÿ è дèàгíостèкè АР, дèàгíостèкè íепереíосèìостè 
íоâокàèíà è àспèрèíà, дèàгíостèкè состоÿíèÿ слèзèстой оболочкè íосоâой полостè 
с поìощью ìетèлеíоâого сèíего è èíдèкàторà длÿ èзìереíèÿ рН íосоâой слèзè. 

Учèтыâàÿ преèìущестâà ПП-полèìерíых плеíок (точíость дозèроâкè, пролоí-
гèрующее дейстâèе, удобстâо прèìеíеíèÿ), былè получеíы стàбèльíые плеíочíые 
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форìы (ìàтрèöà ПÂС) АДП, АБКЯ, АПБ â âозрàстàющèх дозàх [31]. Длÿ дèàг-
íостèкè АР рàзрàботàлè ПП с àллергеíàìè â дозе 200 PNU, âреìеíеì âыходà èз 
плеíкè – 20–25 ìèí. [20, 31]. 

Усèлеíèе пролоíгèроâàíèÿ достèгàетсÿ прè ìодèфèкàöèè íосèтелÿ бурой. 
Âреìÿ âыходà àллергеíà èз плеíкè зàâèсèт от коíöеíтрàöèè ìодèфèкàторà. Îбрà-
зоâàíèе коìплексà белкà с íосèтелеì è бурой докàзàíо èсследоâàíèеì кèíеìàтèче-
ской âÿзкостè рàстâороâ ПÂС до è после èììобèлèзàöèè è подтâерждеíо ìетодоì 
УФ-спектроскопèè íà ìодельíых àллергеíàх оâàльбуìèíе (рèс. 9) è лèзоöèìе. 

Рис. 9. Образование комплекса ПВС-белок-бура 

Fig 9. Complex formation of PVA-protein-borax 

Длÿ дèàгíостèкè íепереíосèìостè íоâокàèíà è àспèрèíà, фуíкöèоíàльíого 
состоÿíèÿ слèзèстой íосà рàзрàботàíы ПП íà осíоâе ПÂС, желàтèíы, желàтèíы â 
коìбèíàöèè с ПÂП длÿ èíтрàíàзàльíого ââедеíèÿ с колèчестâеííыì содержàíèеì 
ЛС. изучеíы èх сâойстâà, проâедеíà бèофàрìàöеâтèческàÿ оöеíкà [33]. 

С èспользоâàíèеì ПП с àллергеíàìè (ìàтрèöà ПÂС) âперâые предложеí ìетод 
èíтрàíàзàльíой дèàгíостèкè è СиТ àллергèческèх рèíèтоâ (АР), àпробèроâàííый 
íà 35 больíых-доброâольöàх круглогодèчíыì АР (КАР), âызâàííоì АДП. Положè-
тельíые результàты суììàрíо состàâèлè 88,5 %, отлèчíые è хорошèе – 71,4 % 
(Îдесскèй è Âèííèöкèй госудàрстâеííые ìедèöèíскèе уíèâерсèтеты) [20–22, 46]. 
иíтрàíàзàльíàÿ СиТ ПП с пыльöеâыìè àллергеíàìè проâодèлàсь íà 40 больíых 
КАР è покàзàлà отлèчíые результàты â 72,5 % случàÿх, положèтельíые – у 20 % пà-
öèеíтоâ (Нии оторèíолàрèíгологèè èìеíè А.С. Колоìейчеíко АМН Укрàèíы) [46]. 

иíтрàíàзàльíàÿ проâокàöèоííàÿ пробà ПП с АДП (28 пàöèеíтоâ) покàзàлà íà-
рàстàíèе сèìптоìàтèкè АР â соотâетстâèè с âыходоì àллергеíà èз плеíкè у 89,3 % 
больíых КАР. Îтìечеíà достоâерíость è отíосèтельíàÿ безâредíость ìетодà [22, 
46]. С поìощью желàтèíоâых ПП с íоâокàèíоì (50 ìкг/ПП) è àöелèзèíоì (ìàтрèöà 
ПÂС, 3 ìг àспèрèíà/ПП) былè достèгíуты âысокèе результàты â дèàгíостèке íе-
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переíосèìостè этèх ЛС больíых, сеíсèбèлèзèроâàííых к íоâокàèíу, с àспèрèíоâой 
броíхèàльíой àстìой [28, 33, 48]. Нà рèс. 10 предстàâлеíы достоâерíые отлèчèÿ 
клèíèческèх покàзàтелей: ìестíых сèìптоìоâ è состоÿíèÿ íосоâого дыхàíèÿ у 
больíых с àспèрèíоâой броíхèàльíой àстìой è íечуâстâèтельíых к àспèрèíу. 

Рис. 10. Сравнительная оценка клинических показателей при проведении 
назального провокационного теста с помощью ДП с ацелизином  

Группа 1 – пациенты с чувствительностью к аспирину, группа 2 – пациенты, 
нечувствительные к аспирину 

Fig 10. Comparative assessment of clinical indices of diagnostic films with 
acelysine аt nasal provocational test. Group 1 – patients with aspirin sensitivity, 

group 2 – patients with aspirin insensitivity 

Рèс. 11 èллюстрèрует âыход èз плеíкè è продâèжеíèе ìетèлеíоâого сèíего 
â íосоâой полостè; âреìÿ продâèжеíèÿ по слèзèстой оболочке íосà позâолÿет до-
стоâерíо оöеíèть ее трàíспортíую фуíкöèю â íорìе è прè пàтологèè [28, 47].

 

Рис. 11. Исследование функции мерцательного эпителия слизистой оболочки 
носовой полости с помощью диагностической пленки с метиленовым синим 

Fig. 11. Investigation of nasal cavity ciliated epithelium mucuous membrane with 
methylene blue containing diagnostic film
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Îсобое âíèìàíèе уделÿетсÿ проблеìе элèìèíàöèè âысокотоксèчíых поллю-
тàíтоâ – феíолоâ èз рàстâороâ è сточíых âод ферìеíтàтèâíыìè ìетодàìè. их 
преèìущестâоì ÿâлÿютсÿ: âозìожíость проâедеíèÿ реàкöèè â шèрокèх дèàпàзоíàх 
рН è теìперàтуры с обрàзоâàíèеì íетоксèчíых продуктоâ. Îдíàко сущестâеííыìè 
íедостàткàìè ферìеíтàтèâíого окèслеíèÿ феíолоâ ÿâлÿютсÿ одíокрàтíость èспо-
льзоâàíèÿ è íестàбèльíость ферìеíтà, поэтоìу его стàбèлèзàöèÿ с âозìожíостью 
ìíогорàзоâого èспользоâàíèÿ путеì èììобèлèзàöèè – àктуàльíàÿ зàдàчà. 

Актèâíыì бèокàтàлèзàтороì коíâерсèè феíолоâ ÿâлÿетсÿ пероксèдàзà хреíà 
(ПÎХ). Мехàíèзì бèокоíâерсèè состоèт â следующеì: ПÎХ кàтàлèзèрует проöесс 
окèслеíèÿ феíолоâ â прèсутстâèè Н2Î2 с обрàзоâàíèеì соотâетстâующèх феíок-
сèльíых рàдèкàлоâ, дèффуíдèрующèх èз àктèâíого öеíтрà ферìеíтà â рàстâор, 
которые íеферìеíтàтèâíо полèìерèзуютсÿ с обрàзоâàíèеì полèàроìàтèческèх 
продуктоâ [42]. 

исследоâàíы фèзèко-хèìèческèе сâойстâà сâободíого ферìеíтà, рàзрàботà-
íы услоâèÿ трàíсфорìàöèè феíолоâ (рН 4,0–7,5, теìперàтурà 20–45 °С, âреìÿ 
èíкубàöèè 0,5–1 ч, ìольíое соотíошеíèе субстрàт: пероксèд âодородà 0,1(0,5):1, 
дèàпàзоí коíöеíтрàöèй феíолоâ 0,025–1,0 ììоль/дì3. Актèâíость ПÎХ 0,025–
1,0 ед/ìг) [43], с âысокой степеíью èх бèокоíâерсèè. Îпределеíы кèíетèческèе 
пàрàìетры (Кì, Vmax) реàкöèè. Методàìè QSAR è QSPR [34, 35] осущестâлеí 
àíàлèз реàкöèоííой способíостè феíолоâ (41 соедèíеíèе) â реàкöèÿх пероксè-
дàзíого окèслеíèÿ (соâìестíо с лàборàторèей теоретèческой хèìèè ФХи èìеíè 
А.Â. Богàтского НАН Укрàèíы). 

С поìощью ìетодоâ ìíожестâеííой лèíейíой регрессèè получеíы ìоделè, 
àдекâàтíо опèсыâàющèе реàкöèоííую способíость зàìещеííых феíолоâ с èсполь-
зоâàíèеì электроííых пàрàìетроâ ìолекул, лèпофèльíостè, рефрàкöèè è пàрàìе-
троâ форìы (рèс. 12). Подтâерждеíо âлèÿíèе электроííых сâойстâ зàìестèтелей 
â àроìàтèческоì кольöе феíолоâ íà степеíь èх бèокоíâерсèè. 

Получеííые ìоделè позâолÿют с достàточíой íàдежíостью прогíозèроâàть 
реàкöèоííую способíость íоâых феíольíых субстрàтоâ ПÎХ. 

 
  KM

-1 (à)       vmax (â)

Рис. 12. Вклады структурных дескрипторов в изменение: а) KM
-1; б) Vmax  

(Ix, iy, iZ – моменты инерции вдоль координатных осей, Log P – липофильность, 
DM – дипольный момент, EN – сумма электроотрицатель ностей атомов, qo – 

заряд на фенольном атоме кислорода, ∆Å = E2
hoMo – E3

luMo) 

Fig. 12. Structural descriptors contributions to the change of а) Km
-1;  

b) Vmax (Ix, iy, iZ –moments of inertia lengthways the coordinate axes,  
Log P – lipophilicity, DM – dipole moment, EN – total electronegativity of atoms,  

qo – phenolic oxygene atom partial charge, ∆Å = E2
hoMo – E3

luMo)
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Âперâые èсследоâàíы рàзлèчíые ìетоды èììобèлèзàöèè пероксèдàзы (â кàр-
рàгèíàí, полè-N-âèíèлкàпролàктàì, íà гèдрàтöеллюлозíой ìеìбрàíе), сâойстâà 
èììобèлèзоâàííых препàрàтоâ. Получеíы стàбèльíые è àктèâíые бèокàтàлèзàторы 
с âозìожíостью ìíогорàзоâого èспользоâàíèÿ (до 22 рàз прè коâàлеíтíоì сâÿзы-
âàíèè с гèдрàтöеллюлозíой ìеìбрàíой ìетодоì перйодàтíого окèслеíèÿ (рèс. 13) 
длÿ элèìèíàöèè феíольíых соедèíеíèй (25,0–100,0 ììоль/дì3) [18, 32, 36]. 

Рис. 13. Многоразовое использование ковалентно иммобилизованной  
на гидратцеллюлозной мембране ПОХ в реакции окисления фенола 

 Fig 13. Repeated using of HRP covalently immobilized on cellulose hydrate 
membrane in the reaction of phenol oxidation

 Тàкèì обрàзоì, èзучеííые ìетоды èíжеíерíой эíзèìологèè позâолÿют 
получàть стàбèльíые âысокоàктèâíые препàрàты БАÂ, перспектèâíые длÿ прè-
ìеíеíèÿ â облàстè ферìеíтàтèâíой хèìèè, ìедèöèíы, экологèè.
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iÌÌÎÁiËiЗàÖiß ÁiÎËÎÃiчÍÎ àÊÒèâÍèÕ ÐÅчÎâèÍ

Ðеферат

Досліджеííÿ ìетодіâ і íосіїâ длÿ іììобілізàöії біологічíо àктèâíèх сполук, àíàліз фізèко-
хіìічíèх âлàстèâостей отрèìàíèх з їх âèкорèстàííÿì препàрàтіâ, покàзàлè перспектèâíість 
зàстосуâàííÿ розроблеíèх БАР у гàлузі ферìеíтàтèâíої хіìії, длÿ отрèìàííÿ потеíöійíèх 
діàгíостèчíèх і лікàрськèх зàсобіâ тà âèрішеííÿ екологічíèх проблеì. 

К л ю ч о â і   с л о â à: біологічíо àктèâíі сполукè, іììобілізàöіÿ, ферìеíтàтèâíèй 
сèíтез, ìедèöèíà, екологіÿ.
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iMMoBiliZation of BiologiCally aCtivE CoMPounds

summary

Investigation of the methods and carriers for immobilization of biologically active compounds, 
the analysis o f physico-chemical features of the preparations obtained with their using have 
shown the prospects of application of biologically active developed compounds in the field of 
enzymatic chemistry for creation of potential diagnostic and medical products as well as solution 
of the environmental problems.

K e y   w o r d s: biologically active compounds, immobilization, enzymatic synthesis, 
medicine, ecology.


