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Арсенал застосовуваних
літичних ферментів у біотехно-
логії, генній інженерії, медичній
практиці оснований на їх безпо-
середній дії на клітинну стінку
мікроорганізмів як антимікроб-
них препаратів [1–4], обмежений
переважно лізоцимом. Тому по-
шук ефективних літичних фер-
ментів, перш за все, мікробно-
го походження, цілеспрямоване
отримання їх стабільних, закрі-
плених на носії форм, є акту-
альною проблемою.

Літичний ферментний комп-
лекс (ЛФК) Streptomyces reci-
fensis var. lyticus 2435 (cтери-
лаза), який є препаратом ши-
рокого спектра дії, здатний руй-
нувати клітинні стінки бага-
тьох грампозитивних коків і
паличок, грамнегативних бак-
терій і дріжджів із максималь-
ним її проявом щодо мікроор-
ганізмів родів Staphyllococcus,
Streptococcus, Bacillus, Lacto-
bacillus, Pseudomonas, Сan-
dida. У складі комплексу іден-
тифіковані літичні ендопепти-
дази, α-амілази, нелітичні про-
теїнази, дезоксирибонуклеази
[5]. Ці властивості ЛФК дозволя-
ють використовувати його як по-
тенційний антибактеріальний
засіб для ранової, опікової терапії
та в інших сферах медицини.

УДК 577.15(088.8)

І. І. Романовська, І. К. Тагунова, С. М. Пухлік, Р. І. Чаланова

ІММОБІЛІЗАЦІЯ ЛІТИЧНОГО
ФЕРМЕНТНОГО КОМПЛЕКСУ

STREPTOMYCES RECIFENSIS VAR. LYTICUS
Фізико-хімічний інститут ім. О. В. Богатського НАН України,

Одеський державний медичний університет

Мета даного дослідження
— створення іммобілізованих
форм літичного ферментного
комплексу Streptomyces reci-
fensis var. lyticus на перев’язу-
вальних засобах, у плівках
полівінілового спирту, а також
вивчення біохімічних особли-
востей їх функціонування і по-
тенційних можливостей вико-
ристання в медицині.

Матеріали та методи
дослідження

У роботі використовували
літичний ферментний комп-
лекс Streptomyces recifensis
var. lyticus 2435 у ліофілізо-
ваній формі з вихідною літич-
ною активністю 207 700 ОД/г
препарату по відношенню до
клітин Lactobacillus bulgaricus
(виробництво НВО «Ензим»,
Ладижин), наданий НТУУ «КПІ»
(канд. біол. наук Л. М. Шинка-
ренко), лужну протеазу (НВО
«Ензим», Ладижин) з питомою
активністю 5,54 ОД/мг білка
відповідно.

Кількість білка у вільних й
іммобілізованих препаратах
визначали за методом Лоурі в
модифікації Хартрі [6], бакте-
ріолітичну активність — тур-
бідиметрично за величиною
оптичної густини інкубаційної

суміші [7]. Як субстрат викори-
стовували суспензію клітин
Lactobacillus bulgaricus з D540
— 0,8–0,9. Протеолітичну ак-
тивність визначали за моди-
фікованим методом Ансона [8]
(субстрат — казеїн за Гаммер-
стейном).

Іммобілізацію проводили з
використанням полімерів: по-
лівінілового спирту (ПВС), по-
ліетиленоксиду (ПЕО), ПВС,
зшитого бурою [9]: марлю про-
сочували 1%-м розчином бури,
висушували при 20 °С, потім
повторювали просочування
розчином стерилази (або сте-
рилази і лужної протеази) у
10%-му розчині ПВС (виготов-
леному на 0,01 моль/дм3 Na-
фосфатному буферному роз-
чині, рН 6,4 ) і висушували. Ди-
мексид вносили у вигляді
4%-го водного розчину в про-
цесі іммобілізації.

Препарати запаювали в по-
ліетиленову плівку, піддавали
γ-опроміненню дозою 15 кГр (Біл-
город-Дністровське ВАТ «Ге-
мопласт») і зберігали при 4 °С.

Полімерні плівки з викорис-
танням ПВС готували за та-
кою методикою: до 28 см3

10%-го розчину ПВС додава-
ли стерилазу в концентрації
10 мг/см3, гліцерин як пласти-
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фікатор, суміш розливали на
скляні основи, висушували на
повітрі, висікали однорідні
еластичні непересихаючі плів-
ки, запаювали їх у поліетиле-
нові пакети і зберігали при тем-
пературі 4 °С в сухому, захи-
щеному від світла місці.

Визначення рН- і термоза-
лежності активності вільного та
іммобілізованих препаратів
проводили в буферних розчи-
нах при рН 4,5–8,5, темпера-
турі 20–90 °С; кислотостійкості
— протягом 30–180 хв у бу-
ферному розчині при рН 5,5.
Термостабільність літичної ак-
тивності визначали після попе-
редньої інкубації препаратів
при 60 °С і рН 6,4 протягом 5–
90 хв. Константи термоінакти-
вації розраховували за рівнян-
ням реакції першого порядку з
тангенсу кута нахилу лінійного
графіка залежності натураль-
ного логарифма величини за-
лишкової активності від часу
методом лінійної регресії.

Кінетику лізису вільним та
іммобілізованим препаратом
визначали за початковими
швидкостями лізису субстра-
ту. На основі отриманих даних
про початкові швидкості лізи-
су субстрату будували графік
у координатах Хейнса (S/V від
S), де S — концентрація суб-
страту, V — початкова швид-
кість реакції. Методом най-
менших квадратів були визна-
чені тангенс кута нахилу, який
чисельно дорівнює 1/Vmax; точ-
ка перетину екстрапольованої
прямої з віссю Y відповідає
значенню Кm/ Vmax; точка пере-
тину з віссю Х — Кm. Вірогід-
ність отриманих даних стано-
вила >0,990. Дані експеримен-
ту піддавали математичній
обробці за програмами стати-
стичної залежності, які вклю-
чають обчислення значень
середнього арифметичного,
середнього квадратичного
відхилення, стандартної се-
редньої похибки експеримен-
ту та критерію Стьюдента [10].

Первинна апробація стери-
лази, іммобілізованої на марлі
за допомогою ПВС, зшитого

бурою, на 72 хворих-добро-
вольцях (50 чоловіків, 22 жі-
нок, вік — 18–60 років), які про-
ходили курс лікування з приво-
ду захворювань ЛОР-органів,
була проведена в Одеській об-
ласній клінічній лікарні асис-
тентом кафедри оторинола-
рингології Одеського державно-
го медичного університету
канд. мед. наук І. К. Тагуновою.

Препарат іммобілізованої
стерилази у вигляді очної лі-
карської плівки (ОЛП) пере-
вірений у лікуванні експери-
ментального лужного опіку ро-
гівки очей 16 кроликів породи
шиншила, масою 2 кг, у НДІ
очних хвороб і тканинної те-
рапії ім. В. П. Філатова (канд.
мед. наук Р. І. Чаланова). Мо-
дельований тяжкий лужний опік
рогівки спричинювали 10%-м
розчином NaOH при експозиції
10 с спеціальним аплікацій-
ним штампом після триразової
епібульбарної анестезії 0,5%-м
розчином дикаїну.

Після операції кон’юнкти-
вальна порожнина промивала-
ся 10 см3 фізіологічного роз-
чину. У подальшому у конт-
рольній групі тварин (8 кролів)
в обидва ока проводили інсти-
ляції 30%-го сульфацилату
натрію, а в дослідній — іммо-
білізований препарат стерила-
зи у вигляді ОЛП закладали
за повіки, починаючи з 4-ї
доби опікового процесу, протя-
гом 10 днів.

Результати дослідження
та їх обговорення

Результати досліджень із
включення літичних фермент-

них комплексів у розчини гід-
рофільних полімерів [9; 11],
використання методу закріп-
лення ферментів на марлі за
допомогою гідрофільних по-
лімерів, ПВС, зшитого бурою
[11; 12], використали для роз-
робки потенційного бактеріо-
літичного препарату — іммо-
білізованої стерилази. При
цьому брали до уваги доступ-
ність і низьку вартість ПВС,
поряд із його здатністю погли-
нати кров, лімфу, ексудат із
гнійних ран, низьку токсич-
ність і поєднання переваг мар-
лі (велика питома поверхня,
пористість) і антисептичних
властивостей бури.

При іммобілізії стерилази на
марлі з використанням 10%-х
розчинів ПВС і ПЕО-400, ПВС,
зшитого бурою, при додатко-
вому включенні димексиду
(табл. 1), максимальний вихід
літичної активності — 85,7 %
— показав препарат № 3; до-
даткове включення димекси-
ду призвело до зниження ак-
тивності до 69,5 %. При іммо-
білізації на марлі стерилази в
розчинах ПВС і ПЕО виходи
були невисокими — 41,2 і
44,6 % відповідно.

Після піврічного і річного збе-
рігання іммобілізований препа-
рат стерилази на марлі за допо-
могою ПВС, зшитого бурою, який
не піддавався γ-опроміненню,
мав 95,2 і 95,3 % початкової
літичної активності, відповідно
γ-опромінений (15 кГр) — 95,0 і
92,5 % (табл. 2).

Вивчення рН- і термозалеж-
ностей літичної активності
вільного й іммобілізованого

Таблиця 1
Іммобілізація стерилази на перев’язувальних засобах

Іммобілізовані на марлі
              Літична активність

  
препарати стерилази  (M±m)·102 ОД/г Від вихідної, %

За допомогою ПВС 1027,9±95,6 41,2
За допомогою ПЕО-400 1112,7±78,3 44,6
За допомогою ПВС, зшитого бурою 2138,0±69,9 85,7
За допомогою ПВС, зшитого 1734,0±148,1 69,5
бурою, з додаванням димексиду

Примітка. Вихідна літична активність становила (2994,0±171,6)·102 ОД/г.
У табл. 1, 3–5: Р<0,001; n=7.
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Таблиця 2
Збереження активності стерилази, іммобілізованої
на марлі за допомогою полівінілового спирту,

зшитого бурою, після γγγγγ-опромінення

Час зберігання, Літична активність, % від вихідної

         міс До γ-опромінення Після γ-опромінення
0 85,7 100,0 72,5 100,0
1 85,0 100,0 72,9 100,0
3 85,0 100,0 73,0 100,0
6 83,5 95,2 69,5 95,0
9 81,6 95,0 69,1 94,4
12 80,0 93,3 67,7 92,5
18 80,0 93,3 64,5 89,0

препаратів довело, що їх рН- і
термооптимуми не зазнають
значних змін, відмічено невели-
ке розширення термопрофілю
літичної активності в область
високих температур (рис. 1а,
б). Це свідчить про «м’якість»
методу іммобілізації, що не за-
чіпає активного центра фер-
менту. Кінетичні параметри ре-
акції Km і Vmax вільного й іммо-
білізованого препаратів не за-
знають істотних змін (табл. 3).

При дослідженні стійкості
іммобілізованої на марлі сте-

Таблиця 3
Кінетичні параметри вільної
стерилази й іммобілізованої

на марлі за допомогою
полівінілового спирту,

зшитого бурою

  Стери- Кm, мг/дм3 Vmax, ОД/мг   лаза
Вільна  642,1±22,1 1255,5±100,3
Іммобі-  684,0±18,9 886,5±56,7
лізована

рилази в кислому середовищі
(рН 5,5), що відповідає рН ра-
нового вмісту, глибина лізису
клітин Lactobacillus bulgaricus
іммобілізованим препаратом
через 1 год перевищувала та-
ку для вільного ферменту
(рис. 2).

Іммобілізована стерилаза
виявила більшу стабільність
при вивченні температурної
інактивації; при цьому кон-

станти термоінактивації для
вільного й іммобілізованого
ЛФК становили 1,01 · 10-3 і
0,79 · 10-3 хв-1 відповідно.

Результати проведених до-
сліджень є непрямим доказом
отримання модифікованої ста-
білізованої форми ЛФК стери-
лази, головним чином за раху-
нок утворення водневих зв’яз-
ків між макромолекулами ПВС
і ферменту, а також додатко-
вого його включення у сітку
зшитого бурою полімера.

Раніше нами було показано
істотне збільшення літичної
активності стерилази при су-
місному включенні з протео-
літичними ферментами (лужна
протеаза і протеаза С) у роз-
чини гідрофільних полімерів
[9; 10]. Для іммобілізації на
марлі з ЛФК обрали лужну про-
теазу в співвідношенні 1 : 3.

При сумісній іммобілізації
лужної протеази і стерилази
на марлі за допомогою ПВС,
зшитого бурою, іммобілізовані
препарати зберігали до 86,1 %
вихідної літичної активності та
до 78,0 % протеолітичної ак-
тивності. Отже, літична актив-
ність після сумісної іммобілі-
зації стерилази з лужною про-
теазою перевищувала таку для
вільного ферменту на 73,3 %
(табл. 4). Таке активування
літичного ферментного комп-
лексу, можливо, зумовлене
специфічністю протеази сто-
совно пептидоглікану стінок
бактеріальних клітин.

Останнім часом в офтальмо-
логічній практиці все ширше за-
стосовується ензимотерапія;
використання ферментів відо-
ме при 33 патологіях очей: для
розсмоктування помутнінь рогів-
ки при лікуванні тяжких хімічних
опіків, при гемофтальмі, за-
пальних процесах, катаракті й
лікуванні більм [13]. Поряд із
широким спектром використо-
вуваних протеолітичних фер-
ментів: трипсину, хімотрипсину,
папаїну, лекозиму, терилітину
[13] та ін. — слід зауважити
перспективність використання
бактеріолітичних ферментів,
що здійснюють лізис клітин
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Рис. 2. Залежність глибини лі-
зису клітин Lactobacillus bulgaricus
від часу вільною та іммобілізо-
ваною стерилазою при рН 5,5
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Рис. 1. Залежність літичної активності вільної й іммобілізованої на
марлі за допомогою полівінілового спирту, зшитого бурою, стерилази
від рН (а) і температури (б) інкубаційного середовища
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мікроорганізмів при запальних
процесах [1; 4]. Враховуючи по-
зитивні результати опікової те-
рапії розчинами стерилази у
ПВС [10], нами були виготов-
лені плівки на основі 10%-х
розчинів ПВС, із кількісним
включенням стерилази, ста-
більні при зберіганні, власти-
вості яких подано в табл. 5.

Слід зауважити, що включен-
ня стерилази в структуру очної
лікарської плівки на основі ПВС
суттєво не змінило рН- і термо-
оптимум дії стерилази.

Первинна апробація іммо-
білізованої на марлі стерилази
засвідчила, що при загостренні
хронічного отиту (мезотим-
паніті), з перфорацією барабан-
ної перетинки і виділенням ве-
ликої кількості гнійного ексуда-
ту, застосування препарату до-
зволило скоротити строки ліку-
вання 30 хворих удвічі порівня-
но з традиційним методом (про-
мивання барабанної порожнини
антисептичними засобами), за-
стосованим до пацієнтів конт-
рольної групи (табл. 6).

Після радикальної операції
вуха при хронічному епітим-
паніті у 10 спостережуваних
хворих застосування іммобі-
лізованого препарату приско-
рили епідермізацію трепана-
ційної порожнини, що дозволи-
ло скоротити терміни стаціо-
нарного лікування на 10 днів
порівняно з пацієнтами конт-
рольної групи.

Доведено, що використання
іммобілізованої стерилази про-
тягом трьох діб привело до
одужання хворих (32 особи) із
зовнішніми отитами грибкової
етіології, тимчасом як при тра-
диційних методах лікування
хворих контрольної групи (об-
робка ністатином, клотримазо-
лом) позитивні результати до-
сягалися після 8 діб лікування
(див. табл. 6).

При застосуванні іммобілі-
зованого препарату сумісно з
активованим вуглецево-во-
локнистим матеріалом від-
мічено припинення гноєтечі
при зовнішніх отитах уже через
3–4 доби, тоді як у контроль-

Таблиця 4
Сумісна іммобілізація стерилази з лужною протеазою

на марлі за допомогою полівінілового спирту, зшитого бурою

Препарат

Літична активність

(М±m)·102,
Від вихідної

Від вільної
ОД/г

іммобілізованого
стерилази, %препарату, %

Вільна стерилаза 2574,3±61,7 — 100,0
Стерилаза : лужна 4942,1±117,2 100,0 192,0
протеаза (1:3),
включені в 10%-й
розчин ПВС
Іммобілізована 3654,4±105,8 86,1 173,3
стерилаза + лужна
протеаза (1:3)

Таблиця 5
Характеристики очної лікарської плівки

на основі полівінілового спирту з включеною стерилазою, М±m

Властивості Показники
Літична активність препарату, ОД/ г 2675,1±80,4
Літична активність після 1 року зберігання, % 97,2±3,5
Площа, см2 0,64±0,02
Товщина, мм 0,35±0,01
Середня маса, мг 12,9±0,5
Колір Кремовий
Розчинність у воді, хв 15,0±0,9
Розчинність у фізіологічному розчині, хв 16,0±1,1

Таблиця 6
Іммобілізована на марлі стерилаза

при лікуванні оториноларингологічних захворювань

Захворювання
Час, діб

РКонтрольна група Основна група

Хронічний отит 11,5±0,5 5,5±0,4 <0,05
(мезотимпаніт)
Хронічний епітимпаніт 60,0±2,5 50,0±3,1 <0,05
Отит грибкової етіології 8,3±0,3 3,2±0,2 <0,05

ній групі хворих (лікування фу-
рациліном у поєднанні з анти-
біотикотерапією і НВЧ) —
тільки через 8–10 діб.

Через 6–7 діб від моменту
опіку в контрольній групі тварин
спостерігали інтенсивний на-
бряк повік із частковим виворо-
том, виражену гіперемію кон’юнк-
тиви повік і очного яблука, силь-
ні слизисто-гнійні виділення з

кон’юнктивальної порожнини.
Використання ОЛП при цьому
терміні спостереження привело
до скорочення термінів проявів
запалення у півтора рази; в ко-
н’юнктивальній порожнині від-
мічено дворазове зменшення
виділення, що містить гнійний
компонент, при цьому його ха-
рактер змінився з переважно
гнійного на слизовий (табл. 7).

Таблиця 7
Динаміка основних ознак опікової хвороби

з використанням очних лікарських плівок із стерилазою

Ознака опікової хвороби
Час, діб

РКонтрольна група Основна група

Запалення 6,5±0,3 4,0±0,2 <0,05
Гнійні виділення 6,5±0,3 3,2±0,1 <0,05
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Висновки

1. Розроблені методи іммо-
білізації літичного ферментно-
го комплексу Streptomyces
recifensis var. lyticus на пере-
в’язувальних засобах із вико-
ристанням гідрофільних полі-
мерів у плівки полівінілового
спирту дозволяють отримува-
ти препарати з високим вихо-
дом літичної активності, ста-
більні при зберіганні й γ-опро-
міненні.

2. Підвищення термоста-
більності, стійкості літичної ак-
тивності іммобілізованої на
марлі стерилази при кислих
значеннях рН свідчить не
тільки про факт стабілізуваль-
ного впливу процесу іммобілі-
зації, але й про активацію ім-
мобілізованого ЛФК при рано-
вих процесах.

3. Сумісна іммобілізація
ЛФК із лужною протеазою на
марлі за допомогою ПВС, зши-
того бурою, дозволяє в 1,7 ра-
зу збільшити бактеріолітичну
активність при високому збе-
реженні протеолітичної.

4. Первинна апробація ім-
мобілізованих препаратів сте-
рилази на марлі за допомогою
ПВС, зшитого бурою, в струк-
туру полімерних плівок дове-

ла перспективність їх викори-
стання при лікуванні захворю-
вань ЛОР-органів: хронічних
отитах (мезотимпанітах, епі-
тимпанітах), отитах грибкової
етіології, а також в офтальмо-
логії в опіковій терапії.
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Велике медико-соціальне
значення серцевої недостат-
ності зумовлене перш за все
поширеністю даного патологіч-
ного стану (2 % населення
землі страждає на серцеву
недостатність) і високою ле-
тальністю хворих із даним не-
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відкладним станом. За даними
Української асоціації кардіо-
логів, кожен другий із таких
пацієнтів помирає протягом
чотирьох років, а хворі з тяж-
кою формою хронічної серце-
вої недостатності (ХСН) —
протягом року [1].

Відомо, що високоефектив-
на фармакотерапія будь-якого
патологічного стану можлива
за умов досконалого вивчення
патогенетичних ланок його
формування. Під ХСН сьо-
годні розуміють патофізіоло-
гічний стан, при якому серце,




