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Учитывая возрастающую резистентность 
микроорганизмов к антибиотикам, перспек-
тивным для лечения инфекционных заболе-
ваний является использование бактериоли-
тических энзимов. Лизоцим (КФ 3.2.1.17) —  
энзим, разрушающий клеточную стенку бак-
терий за счет гидролиза 1,4-β-связей между 
остатками N-ацетилмурамовой кислоты  
и N-ацетил-D-глюкозамина в составе цепи 
пептидогликана. 

В медицине лизоцим применяют для ле-
чения хронических септических состояний  
и гнойных процессов, при ожогах, отмороже-
ниях, конъюнктивитах, эрозиях роговицы, 
стоматитах и других инфекционных заболе-
ваниях. Препарат нетоксичен, не раздража-
ет ткани и может использоваться при плохой 
переносимости других антибактериальных 
средств [1]. 

Отсутствие стабильных лекарственных 
форм энзима (за исключением таблеток), 
необходимость приготовления растворов ex 
tempore стимулируют исследования в облас-
ти его иммобилизации. Матрицей для иммо-
билизации лизоцима выбрали криогель по-
ливинилового спирта (КГПВС). Эти криогели 
являются подходящими носителями для им-
мобилизации клеток, энзимов, поскольку 
они экономичны, нетоксичны, обладают 
высокой емкостью, нерастворимы в физио-
логических условиях, образуют прозрачные 
пленки, что дает возможность применять их 
в различных биотехнологических процессах, 
синтезе пептидов, в медицине [2–5].

Криогель образуется из водного раство-
ра поливинилового спирта (ПВС) в процес-
се замораживания-оттаивания вследствие 
многочисленных водородных связей. ПВС 
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Целью работы было исследование иммобилизации лизоцима в криогель поливинилового 
спирта и физико-химических свойств полученного продукта. Гидролитическую активность 
лизоцима определяли бактериолитическим методом, используя в качестве субстрата ацетоно-
вый порошок клеток Micrococcus lysodeikticus. Содержание протеина устанавливали методом 
Лоури–Хартри. Иммобилизацию лизоцима проводили посредством включения в гель поливи-
нилового спирта с последующими циклами замораживания-оттаивания. Антимикробную 
активность изучали стандартным диско-диффузионным методом. Получены гидрогелевые пле-
ночные покрытия с антимикробным действием, нерастворимые в физиологических условиях,  
с количественным сохранением протеина и гидролитической активности лизоцима. Продукт 
характеризуется расширенным pH-профилем активности при кислых значениях рН, стабиль-
ностью в кислой среде (рН 5,5) и во время хранения. Отмечено его антимикробное действие  
в отношении Staphylococcus aureus АТСС 25923 F -49, Pseudomonas aeruginosa 415, Escherichia 
coli 055 K59912/4, Candida albicans ATCC 885-653. Предложенный метод иммобилизации лизо-
цима в криогель поливинилового спирта позволяет получать стабильный, высокоэффективный 
продукт, обладающий антимикробной активностью и являющийся перспективным для исполь-
зования в биомедицинских исследованиях.
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является стереорегулярным полимером 
с синдиотактическими и изотактически-
ми участками. Синдиотактические участки 
ответственны за формирование межмолеку-
лярных водородных связей, а изотактические 
образуют внутримолекулярные связи (рис. 1). 

Целью работы являлось исследование 
особенностей процесса иммобилизации ли-
зоцима в криогель поливинилового спирта и 
физико-химических свойств иммобилизован-
ного продукта.

Материалы и методы

В работе использовали лизоцим яично-
го протеина (М.  м. 14,4 кДа, 68000 ед/мг, 
AppliChem, Бельгия), ацетоновый порошок 
клеток Micrococcus lysodeikticus 2665 (Merck, 
Германия), поливиниловый спирт (М. м. 125 
кДа, Sigma — Aldrich Co. LLC, США).

Гидролитическую активность лизоцима 
определяли бактериолитическим методом 
в буферном растворе (NaH2PO4/Na2HPO4, 
рН 6,2; 0,1 моль/дм3), используя в каче-
стве субстрата ацетоновый порошок клеток 
Micrococcus lysodeikticus 2665 [7]. За еди-
ницу активности энзима принимали коли-
чество, снижающее оптическую плотность 
суспензии клеток на 0,001 за 1 мин при  
55 °С. Активность свободного лизоцима 
принимали за 100% и сравнивали ее с ак-
тивностью иммобилизованного образца. 
Содержание протеина устанавливали по ме-
тоду Лоури–Хартри [8]. 

Иммобилизацию лизоцима проводили 
согласно разработанной нами методике:  

к 25 см3 10%-го водного раствора ПВС до-
бавляли 8,8 см3 0,1%-го раствора лизоцима, 
содержащего 0,25 мг биглюконата хлоргек-
сидина, при постоянном перемешивании 
(30 мин). Для формирования пленочных по-
крытий рассчитанный объем смеси вносили 
в чашки Петри, замораживали при –24 °С, 
выдерживали 24 ч и размораживали, с по-
следующим повторным замораживанием и 
оттаиванием. Высекали образцы площадью 
0,8 см2, герметично упаковывали.

Для изучения динамики выхода лизоци-
ма к иммобилизованному препарату добав-
ляли 8,8 см3 дистиллированной воды. Через 
равные промежутки времени в течение 3 ч 
отбирали по 0,1 см3 раствора и определяли 
гидролитическую активность энзима.

рН-оптимум активности энзима оцени-
вали, добавляя к одинаковым по активности 
пробам свободного и иммобилизованного об-
разца раствор субстрата и буферные растворы 
с концентрацией 0,1 моль/дм3 в диапазоне 
рН 3,0–10,0. Для определения рН-стабиль-
ности равные по активности пробы свободно-
го и иммобилизованного лизоцима инкуби-
ровали в Na-фосфатном буферном растворе  
(0,1 моль/дм3, pH 5,5, 37 °С) в течение 3 ч, ак-
тивность контролировали с интервалом 30 мин.

Термооптимум активности образцов эн
зима устанавливали по активности лизоци
ма в диапазоне температур 20–80 °С. Тер
мостабильность определяли инкубацией 
равных по активности проб лизоцима в Na-
фосфатном буферном растворе (0,1 моль/дм3, 
рН 6,2) при температуре 80 °С в течение 6 ч, 
активность контролировали с интервалом  
30 мин.

Полученный иммобилизованный продукт 
хранили при температуре 4  °С. Определяли 
гидролитическую активность иммобилизован-
ного лизоцима через один, два и три месяца.

Микробиологические исследования выпо-
лняли в лаборатории микробиологии (сви-
детельство об аттестации № РО-041а/2012)  
ГУ «Институт глазных болезней и тканевой 
терапии им. В. П. Филатова НАМН Украи
ны». В качестве тест-штаммов применяли 
стандартные типовые музейные культуры 
микроорганизмов:

–	 Staphylococcus aureus АТСС 25923 F-49;
–	 Pseudomonas aeruginosa 415;
–	 Escherichia coli 055 K59912/4;
–	 Candida albicans ATCC 885-653.
В качестве контроля использовали об-

разцы, не содержащие лизоцим.
Антимикробную активность образцов 

изучали стандартным диско-диффузионным 
методом с применением питательной среды 

Рис. 1. Структура криогеля  
поливинилового спирта [6]

Синдиотактический участок цепи

Изотактический участок цепи
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Мюллера–Хинтона [9]. Питательную среду 
готовили согласно инструкции изготовите-
ля, разливали в чашки Петри. Из культур 
микроорганизмов готовили микробную су-
спензию с концентрацией 1,5⋅108 КОЕ/см3, 
что соответствует стандарту мутности 0,5 
по МакФарланду [9]. Контроль оптической 
плотности суспензии осуществляли с помо-
щью денситометра.

Стандартный инокулюм наносили пипет-
кой на поверхность чашки Петри с питатель-
ной средой в объеме 1–2 см3. Приоткрытые 
чашки подсушивали при комнатной темпе-
ратуре в течение 10–15 мин.

На поверхность питательной среды поме-
щали образцы с иммобилизованным лизоци-
мом. Аппликацию проводили стерильным 
пинцетом. Сразу после аппликации чашки 
Петри помещали в термостат вверх дном и ин-
кубировали при температуре 35 °С в течение  
24 ч. После инкубации чашки помещали вверх 
дном на темную матовую поверхность таким 
образом, чтобы свет падал на них под углом 
45° (учет в отраженном свете) и определяли 
диаметр зон задержки роста микроорганизмов 
(д. з. з. р.) вокруг исследуемых препаратов.

Данные экспериментов обрабатывали ста-
тистически согласно [10].

Результаты и обсуждение

Для получения стабильных форм про-
теиновых образцов в биотехнологии, в зави-
симости от поставленной цели, применяют  
2 основных подхода: нековалентное включе-
ние и химическое связывание [11]. С целью 
иммобилизации лизоцима использовали ме-
тод нековалентного включения в поливини-
ловый спирт, в меньшей степени нарушаю-
щий протеиновую структуру и позволяющий 
конструировать новые стабильные, высоко-
активные продукты пролонгированного дей-
ствия, определенного вектора всасывания.

В результате иммобилизации лизоцима в 
криогель ПВС получены гидрогелевые поли-
мерные пленки пролонгированного действия 
с высокой гидролитической активностью, ос-
новные характеристики которых представ-
лены в табл. 1.

Известно, что процесс иммобилизации 
приводит к повышенной устойчивости энзи-
мов в денатурирующих условиях. Так, при 
исследовании рН-оптимума активности и 
рН-стабильности иммобилизованного лизо-
цима наблюдали расширение первого пока-
зателя на 1,5 ед. в область кислых значений 
(рис. 2), при этом иммобилизованный про-
дукт сохранял высокую активность (более 

70%) в кислой среде (рН 5,5) в течение 3 ч, 
в то время как свободный лизоцим активен 
не более 1 ч (рис. 3). Расширение рН-профи-
ля активности и повышенная стабильность 
в кислой среде могут быть обусловлены бу-
ферными свойствами полимерной матрицы 
в микроокружении энзима.

Термооптимум и термостабильность иммо-
билизованного образца аналогичны таковым 
свободного энзима. Значения констант тер-
моинактивации для свободного и иммобилизо-
ванного лизоцима существенно не отличаются  
и составляют 2,6⋅10–3 мин–1, 3,6⋅10–3 мин–1, со-
ответственно. Таким образом, КГПВС не вли-
яет на термостабильность энзима.

Изучение динамики высвобождения 
лизоцима из полимерной матрицы свиде-
тельствует, что 100%-й выход наблюдает-
ся через 1 ч инкубации в водном растворе. 
Высвобождение лизоцима происходит равно-
мерно — 50% за первые 30 мин, 50% в после-
дующие 30 мин, что обусловлено пористой 
морфологией КГПВС, обеспечивающей диф-
фузионно-незатрудненное высвобождение 
лизоцима в раствор (рис. 4).

Микробиологические исследования по-
казали, что продукт обладает выраженным 
антимикробным действием по отношению  

Рис. 2. Зависимость гидролитической 
активности свободного и иммобилизованного 

лизоцима от рН инкубационной среды  
(М ± m, n = 5)

Рис. 3. Зависимость гидролитической 
активности свободного и иммобилизованного 

лизоцима от времени инкубации (рН 5,5, n = 5)
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к тест-штаммам Staphylococcus aureus АТСС 
25923 F-49, Pseudomonas aeruginosa 415, 
Escherichia coli 055 K59912 / 4, Candida 
albicans ATCC 885 — 653 (табл. 2).

Полученный продукт иммобилизованно-
го лизоцима перспективен для применения 
при трансбуккальном и интраназальном спо-
собах введения лекарств.

Таким образом, в результате исследова-
ний получен иммобилизованный лизоцим 
в криогеле поливинилового спирта в виде 
гидрогелевых пленок пролонгированно-
го действия, характеризующийся полным 
сохранением гидролитической и антими-
кробной активности после иммобилизации, 
а также стабильностью. Эффективность 
иммобилизации подтверждена расшире-
нием pH-профиля гидролитической ак-
тивности лизоцима в область кислых 
значений, стабилизацией в кислой среде, со-
хранением 94% активности в течение 3 мес.  
Иммобилизованный лизоцим свободно 
диффундирует из полимерной матрицы, 
оказывая выраженное антимикробное 
действие относительно тест-штаммов 
Staphylococcus aureus АТСС 25923 F-49, 
Pseudomonas aeruginosa 415, Escherichia coli 
055 K59912 / 4, Candida albicans ATCC 885-
653 и может найти применение в медицине.

Таблица 1. Характеристика иммобилизованного лизоцима (* при n = 5)

Свойства Показатели (M ± m)

Мольное отношение лизоцим: ПВС 1:35
Гидролитическая активность,  
ед/г иммобилизованного препарата

8125 ± 340 (* P < 0,005)

Степень включения протеина,% 100 ± 2,5 (* P < 0,005)
Площадь, см2 0,8 ± 0,04 (* P < 0,05)
Толщина, мм 3,0 ± 0,1 (* P < 0,01)
Средняя масса пленки, мг 8 ± 0,3 (* P < 0,01)
Цвет Бесцветные, прозрачные
Время растворения в воде, физ. растворе, мин Нерастворимы в физиологических условиях
Время хранения, мес 3 мес (94,0 ± 2,3%, * P < 0,01) сохранения активности

Рис. 4. Динамика высвобождения лизоцима  
из пленки (рН 6,2, 37 °С)

Таблица 2. Антимикробное действие 
гидрогелевых пленок с лизоцимом (n = 5)

Тест-штамм микроорганизма Д.з.з.р., см 
(M±m)

Staphylococcus aureus  
АТСС 25923 F-49

1,7 ± 0,15  
(* P < 0,05)

Pseudomonas aeruginosa 415 1,1 ± 0,10  
(* P < 0,05)

Escherichia coli 055 K59912 / 4 1,2 ± 0,13  
(* P < 0,01)

Candida albicans ATCC 885 — 653 1,3 ± 0,11  
(* P < 0,05)
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Метою роботи було дослідження іммобіліза-
ції лізоциму в кріогель полівінілового спирту та 
фізико-хімічних властивостей отриманого про-
дукту. Гідролітичну активність лізоциму ви-
значали бактеріолітичним методом, використо-
вуючи як субстрат ацетоновий порошок клітин 
Micrococcus lysodeikticus. Вміст протеїну ви-
значали методом Лоурі–Хартрі. Іммобілізацію 
лізоциму проводили включенням в гель поліві-
нілового спирту з подальшими циклами заморо-
жування-відтавання. Антимікробну активність 
зразків вивчали стандартним диско-дифузій-
ним методом. Одержано гідрогелеві плівкові по-
криття з антимікробною дією, нерозчинні у фі-
зіологічних умовах, з кількісним збереженням 
протеїну і гідролітичною активністю лізоциму. 
Продукт характеризується розширеним pH-про-
філем активності за кислих значень рН, стабіль-
ністю в кислому середовищі (рН 5,5) і під час 
зберігання. Відзначено його антимікробну дію 
щодо Staphylococcus aureus АТСС 25923 F-49, 
Pseudomonas aeruginosa 415, Escherichia coli 
055 K59912 / 4, Candida albicans ATCC 885-653. 
Запропонований метод іммобілізації лізоциму в 
кріогель полівінілового спирту дає змогу одер-
жувати стабільний, високоефективний продукт 
з антимікробною активністю, перспективний 
для використання в біомедичних дослідженнях.

Ключові слова: лізоцим, кріогель полівінілово-
го спирту, гідрогелеві покриття, антимікробна 
дія.
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The lysozyme immobilization in cryogel of 
polyvinyl alcohol and physico-chemical properties 
of obtained preparation was investigated. 
Hydrolytic activity of lysozyme was determined 
by bacteriolytic method, using Micrococcus 
lysodeikticus cells acetone powder as substrate. 
Protein content was determined by the Lowry–
Hartree method. Immobilization of lysozyme was 
conducted by entrapment in polyvinyl alcohol 
gel with subsequent cycles of freezing-thawing. 
Antimicrobial activity was studied by standard 
disk-diffusional method. The hydrogel filmic 
coatings with antimicrobial action, insoluble 
at physiological conditions, with quantitative 
retaining of protein and hydrolytic activity 
of lysozyme were obtained. The product is 
characterized by the widened pH-profile of 
activity at acidic pH values, stability in acidic 
medium (pH 5.5) and at storage. Its antimicrobial 
action against Staphylococcus aureus ATCC 
25923 F-49, Pseudomonas aeruginosa 415, 
Escherichia coli 055 K 59912/4 and Candida 
albicans ATCC 885-653 was noted. The proposed 
method of lysozyme immobilization allows to 
obtain stable, highly effective product with 
antimicrobial activity, prospective for usage in 
biomedical investigations.

Key words: lysozyme, cryogel of polyvinyl 
alcohol, hydrogel coatings, antimicrobial action.


