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Анотація. У роботі розглянуто можливість отримання імунотропної дієтичної добавки на основі 
низькомолекулярних продуктів деградації пептидогліканів клітинних стінок пробіотичних бактерій. 
Встановлено раціональні режими автолізу біомаси як первинного етапу деструкції пептидогліканів ба-
ктеріальних клітинних стінок. Показано, що найбільш інтенсивний лізис клітин відбувається при експо-
зиції культуральної рідини при 90°C протягом 15 хв після 8-ї години культивування, про що свідчить ма-
ксимальне накопичення амінокислот у реакційному середовищі (1,8 мг/см3). Проведено оптимізацію про-
цесу деструкції пептидогліканів бактеріальних клітин, які піддавали лізису, ферментним препаратом 
панкреатином. Ефективність ферментолізу визначали за накопиченням імунотропних низькомолекуляр-
них пептидів залежно від концентрації ферменту (СЕ), субстрату (СS) в реакційній суміші та тривало-
сті процесу (τ). Встановлено, що раціональний режим ферментолізу, який забезпечує максимальне нако-
пичення низькомолекулярних пептидів (0,569 мг/см3, досягається за наступних значень факторів: 
СЕ=12,5 мг/см3, СS=70,0 мг/см3, τ=245,6 хв. Зразок низькомолекулярних пептидів, отриманий за раціона-
льних режимів деструкції, досліджено методом ІЧ-спектроскопії. Встановлено, що у його ІЧ-спектрі 
присутні смуги поглинання, які відповідають коливанням аміногруп, пептидних зв’язків, піранозної фор-
ми глюкози, залишки якої входять до складу мурамової кислоти, та N-ацетилглюкозаміну пептидогліка-
ну. Приведено загальну схему, що ілюструє послідовність процесів виробництва імунотропної дієтичної 
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добавки .У дослідах на щурах встановлено ефективну дозу отриманої дієтичної добавки –0,06 мг/кг ма-
си тіла.   

Ключові слова: дієтична добавка, пробіотичні культури, пептидоглікани, муропептиди, автоліз, фе-
рментоліз, панкреатин. 
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Abstract. The possibility of obtaining an immunotropic dietary supplement based on low molecular weight 

degradation products of cell wals peptidoglycans of lactic and bifidobacteria composition has been considered. 
Rational regimes of autolysis of biomass as the primary stage of degradation of peptidoglycans of bacterial cell 
walls have been established. It was shown that the most intensive lysis of cells takes place when the culture 
liquid is treated at a temperature of 90 °C for the 8th hour of cultivation, as indicated by the maximum 
accumulation of amino acids in the reaction medium (1.8 mg/cm3). Optimization of the destruction process of 
bacterial cell peptidoglycans exposed to lysis, by enzyme preparation with pancreatin, was carried out by the 
mathematical planning method of the multifactorial experiment. The effectiveness of enzymatic hydrolysis was 
determined by the accumulation of immunotropic low molecular weight peptides, depending on the 
concentration of the enzyme (CE), the substrate (CS) in the reaction mixture and the duration of the process (τ). 
The rational value of the factors CE, CS and τ that provide the maximum concentration of low molecular weight 
peptides (0.569 mg/cm3) in the enzymatic hydroltsate are CE=12.5 mg/cm3, Cs=70.0 mg/cm3, τ=245.6 min. A 
sample of low molecular weight peptides obtained from rational degradation regimes was investigated using the 
IR spectroscopy method. It has been established that in its spectrum absorption bands corresponding to 
fluctuations of amino groups, peptide bonds are presentred, which, in fact, take place in the structure of 
peptides. Fluctuations of the pyranose glucose form, which is included in the muramic acid and N-
acetylglucosamine of peptidoglycan, have also been observed. The general scheme of the sequence of production 
processes of an immunotropic dietary supplement has been given. In animal experiments, it has been established 
that this additive, in accordance with the classification of chemicals substances to the degree of danger, belongs 
to class 4 (low-toxic substances). The effective dose of the obtaned dietary supplement is 0.06 mg/kg body 
weight.  

Key words: dietary supplement, probiotic cultures, peptidoglycans, muropeptides, autolysis, enzymatic 
hydrolysis, pancreatin. 

 
Постановка проблеми та її зв’язок з найважливішими науковими і практичними завданнями. 

Реактивне збільшення випадків захворювання серед населення, викликаних бактеріальними та вірусними 
збудниками, провокується пригніченням функціональної активності імунної системи. На фармакологіч-
ному ринку України присутні ряд імунологічних препаратів природного, штучного або напівштучного 
походження. Найбільш поширеними серед природних є екстракти деяких лікарських рослин, пробіотики, 
інтерферон та його похідні. Імунологічною активністю володіють також продукти переробки дріжджів та 
пробіотичних бактерій, що містять відповідно такі біологічно-активні сполуки як глюкани та фрагменти 
пептидогліканів. Особливе значення надається низькомолекулярним продуктам деградації пептидогліка-
нів – муропептидам, оскільки вони здатні ініціювати та активізувати еволюційно закріплений механізм 
вродженої імунної відповіді [1-3]. Використання їх у складі дієтичних добавок та харчових інгредієнтів з 
метою нутрітивної підтримки населення зі зниженим імунним статусом є вельми актуальним [4]. 

Аналіз останніх досліджень та публікацій. Муропептиди – складові пептидогліканів бактеріальних 
клітин, які використовують переважно у складі імунотропних фармацевтичних препаратів («Бронхому-
нал», «Імудон», «ІРС-19», «Постерізан», «ГМДП», «Ліастен») [5-7], але у літературі відсутня інформація 
про використання їхніх аналогів у якості імунотропних харчових інгредієнтів та у складі дієтичних доба-
вок. У першу чергу це пов’язано зі складністю процесу виділення муропептидів, оскільки більшість ме-
тодів їхнього отримання досить складні у виконанні, особливо у промислових масштабах. Вони є багато-
стадійними, із застосуванням специфічних та високовартісних реактивів. Окрім того, напрацьовано ме-
тоди дезінтеграції переважно патогенних мікроорганізмів, використання фрагментів яких у харчування 
може бути небезпечним. Перевагу доцільно віддавати пробіотичним культурам бактерій, оскільки вони 
визнані безпечними і мають «GRAS» статус (generally recognized as safe). До того ж, пробіотичні мікроо-
організми в переважній більшості містять до 70% пептидоглікану, що є передумовою збільшення виходу 
муропептидів у результаті деструкції клітинних стінок бактерій. 

Серед існуючих методів дезінтеграції бактеріальних клітин, перевагу надають як правило ензимати-
чним та хімічним факторам впливу у поєднанні з обробкою ультразвуком. Так, в роботі [8] здійснювали 
гідроліз Lactobacillus bulgaricus послідовною обробкою пепсином, лізоцимом і ультразвуком. У праці [9] 
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отримано гідролізат молочнокислих бактерій штаму L. acidophilus У 2505 термокислотним методом.  
Описано також спосіб отримання препарату [10], що містить глікопептиди, який передбачає напрацю-
вання біомаси клітин L. bulgaricus на спеціальних поживних середовищах, обробку біомаси трипсином, 
дезінтеграцію біомаси ультразвуком, повторну обробку біомаси трипсином і пепсином, центрифугуван-
ня, гідроліз лізоцимом, хроматографію. У роботах [11,12] деградацію пептодигліканів мікроорганізмів 
здійснювали за допомогою високоспецифічних ендо- та екзопротеаз бактеріального походження, в тому 
числі мутанолізином. 

Варто зазначити, що одним із шляхів зменшення стадійності процесу отримання імунотропних скла-
дових пептидогліканів клітинних стінок бактерій є проведення процесів автолізу [13-15], які при отри-
манні фрагментів пептидогліканів у наведених роботах не використовувались.  

У даній роботі розглянуто можливість отримання імунотропних харчових інгредієнтів на основі про-
дуктів деструкції клітинних стінок пробіотичних культур шляхом застосування процесу автолізу та фер-
ментолізу. Завдяки автолітичним змінам бактеріальних клітин можна нівелювати необхідність первинної 
деструкції бактерій із залученням фізичних методів впливу, що значно скоротить кількість технологічних 
операцій, і, в результаті, собівартість дієтичної добавки. У роботі не передбачається застосування агре-
сивних хімічних реагентів, яке є недопустимим у харчових технологіях.  

Мета роботи – розроблення загальної схеми послідовності технологічних процесів для отримання 
дієтичної добавки імунотропної дії на основі продуктів ферментолізу пептидогліканів пробіотичних бак-
терій, визначення раціональних параметрів ключових процесів деструкції пептидогліканів – автолізу та 
ферментолізу, проведення медико-біологічних випробувань отриманої добавки у дослідах на тваринах. 

Матеріали та методи досліджень. Дослідження проводили на кафедрі харчової хімії та експертизи 
Одеської національної академії харчових технологій (Одеса, Україна), у науковій лабораторії НВП «Арі-
адна» (Одеса, Україна), лабораторії Державного науково-дослідного контрольного інституту 
ветеринарних препаратів та кормових добавок (м. Львів, Україна). 

У роботі використовували композицію молочнокислих та біфідобактерій (МКБ та ББ), що представ-
ляє собою суму тест-культур: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, 
Bifidobacterium bifidum, Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Streptococcus 
thermophilus із колекції НВП «Аріадна». Дана бактеріальна композиція має комерційну назву «Бактеріа-
льна закваска Симбінорм». 

Ферментативну деградацію пептидогліканів клітинних стінок бактеріальної композиції здійснювали об-
робкою ферментним препаратом «Панкреатин» (Тернофарм, Тернопіль) з протеолітичною активність 370 Од. 

На першій стадії експерименту проводили вирощування першої генерації кожної з бактеріальних 
монокульутур окремо на спеціальних живильних середовищах, розроблених підприємством «Аріадна». 
Бактеріальні штами вирощували в стерильних умовах при 37°C. Після досягнення чисельності бактерій 
5–9·109 КУО, культуральні рідини поєднували, додавали живильне середовище та вирощували другу 
генерацію бактерій в стерильних умовах при 37°C. Автоліз біомаси досліджували починаючи з 4-ї год 
культивування протягом 10 год при експозиції культуральної рідини при 70 та 90°C протягом 15 хв. Хід 
автолізу контролювали за накопиченням амінокислот у реакційному середовищі. Вміст амінокислот визнача-
ли за допомогою формольного титрування [16]. 

Для проведення ферментолізу здійснювали виділення бактеріальних клітин із культуральної рідини 
шляхом центрифугування протягом 15 хв при 8000 хв-1. Осад клітин відмивали дистильованою водою та 
ресуспендували. Ферментоліз проводили за температури 37°С та рН=7,4. Варіювали масову частку фер-
менту у межах 0,1 – 20 мг/см3, субстрату (клітин МКБ) у межах 10 – 70 мг/см3, та тривалість інкубації 
реакційної суміші – 10 – 300 хв.  

Ферментоліз зупиняли екстреним нагріванням до температури 100 °С, суміш охолоджували, центри-
фугували протягом 10 хв при 8000 хв-1, проводили декантацію. У надосадовій рідині контролювали вміст 
низькомолекулярних пептидів (НМП) методом Бенедикта [16] після осадження високомолекулярних біл-
ків 10 %-вим розчином три хлороцтової (ТХО) кислоти. Відомо, що пептиди з молекулярною масою до 
1500 Да не осаджуються розчинами ТХО кислоти та можуть належати до сполук мурамилпептидного 
ряду, що володіють високою імунотропною активністю [9].  

Із метою скорочення кількості дослідів і отримання достовірних даних про закономірності процесу 
ферментолізу композиції МКБ та ББ доцільно використовувати методи математичного планування бага-
тофакторних експериментів. Для цього було реалізовано план повного трьохфакторного експерименту 
ПФЕ-23.  

Наведена на рис. 1 схема, наочно демонструє, що для визначення оптимальних параметрів деструкції 
пептидогліканів клітинних стінок молочнокислих бактерій з метою отримання низькомолекулярних пеп-
тидів, необхідно встановити вплив концентрації ферменту (СЕ, мг/см3), концентрації субстрату (клітин 
молочнокислих бактерій, СS, мг/см3) і тривалості процесу ферментативної деструкції (τ, хв).  
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Рис. 1. Параметрична схема ферментативного гідролізу. 
 

Таким чином, вихідним параметром є концентрація низькомолекулярних продуктів ферментативної 
деструкції клітинних стінок – пептидів у ферментолізаті (СНМП, мг/см3). Рівні та інтервали варіювання 
факторів при ферментолізі наведено в табл. 1. 
 

Таблиця 1 
 Рівні та інтервали варіювання факторів при ферментолізі пептидогліканів лізату  

пробіотичних культур 
 

Рівні та інтервали 
варіювання факторів  

Фактори 
СЕ, мг/см3  СS, мг/см3  τ, хв  

Нижній рівень 0,1 10 10 
Верхній рівень 20,0 70 360 
Нульовий рівень 10,05 40 185 
Інтервали 9,95 30 175 

 

Однорідність результатів дослідів оцінювали за критерієм Кохрена, щоб виключити вплив система-
тичних помилок, викликаних зовнішніми умовами і зменшити випадкові помилки, досліди було рандомі-
зовано [17]. 

ІЧ-спектри зразків реєстрували у діапазоні довжин хвиль від 4000 до 400 см−1 на спектрометрі з фу-
рьє-перетворювачем FTIR IR Affinity-1, Shimadzu (Япония). Зразки для ІЧ-спектроскопії готували за до-
помогою йонообмінної хроматографії з використанням йонообмінника КУ-2. Для цього ферментолізат, 
отриманий за раціональних умов, обробляли 10 %-вим розчином ТХО, центрифугували протягом 10 хв 
при 8000 хв-1, осад, що містив високомолекулярні сполуки, видаляли, а супернатант пропускали через 
йонообмінну колонку (H=30 см, D=1,8 см). Отриманий елюат містив амінокислоти, низькомолекулярні 
пептиди та був позбавлений від кислот, нейтральних вуглеводів та солей. 

Результати дослідження та їхнє обговорення.Клітинні стінки мікроорганізмів, особливо грампози-
тивних, до яких і відносяться МКБ та ББ, володіють високою механічною міцністю, що створює значну 
перепону для їхньої дезінтеграці. Враховуючи здатність бактеріальних клітин до автолізу його було ви-
користано як первинний етап деструкції пептидогліканів їхніх клітинних стінок.  

Для протікання процесів автолізу бактеріальну масу в процесі культивування піддавали температур-
ній обробці. Хід автолітичних змін біомаси досліджували за накопиченням вільних амінокислот у куль-
туральній рідині (рис. 2). 

Встановлено, що найвищий вміст амінокислот, а, відповідно, і ступінь деградації композиції МКБ та 
ББ має місце при обробці культуральної рідини за температури 90°С після 8-ми годин культивування, що 
відповідало закінченню логарифмічної фази росту бактерій [18]. Це узгоджується з даними літератури 
про те, що наприкінці логарифмічної фази росту бактеріальні клітини є найбільш вразливими до дії агре-
сивних факторів, що можуть порушити цілісність бактеріальної клітини шляхом руйнування їхньої захи-
сної оболонки, або часткової перфорації бактеріальної стінки [19].  

До того ж, проведення автолізу на цій стадії росту клітин дозволяє мінімізувати вміст бактеріальних 
нуклеїнових кислот у складі культуральної рідини, адже відомо, що наприкінці саме цієї фази росту їхній 
вміст мінімальний [19]. 

Автолітичні зміни біомаси не приводять до отримання низькомолекулярних муропептидів, тому для 
досягнення цієї мети, застосували ферментативний гідроліз пептидоглікану автолізату біомаси фермент-
ним препаратом панкреатином.  

У складі панкреатину міститься ряд екзо- та ендопротеаз, що здатні розщеплювати специфічні пеп-
тидні зв’язки високомолекулярного пептидоглікану клітинних стінок бактерій, утворюючи продукти йо-
го деградації: амінокислоти, низькомолекулярні муропептиди, що володіють потужним імунотропним 
ефектом. 

 

 
y = f(xi) 

CE, мг/cм3 

CS, мг/cм3 

τ, хв 

CНМП, мг/cм3
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Рис. 2. Накопичення амінокислот при автолізі композиції МКБ та ББ в залежності від трива-

лості культивування та температурної обробки (І – 70°С, ІІ – 90°С). 
 

Для визначення раціональних умов ферментолізу з метою отримання максимальної кількості НМП 
проведено п’ятнадцять дослідів, умови яких наведено у табл. 2, де, крім матриці плану експериментів, 
наведено також середні (за трьома паралельними) значення результатів дослідів СНМП (усер), розрахункові 
значення (ур) за рівнянням регресії та відносні похибки ( )  між ними. 

 

Таблиця 2 
 Матриця плану дослідів і результати залежності вмісту НМП у ферментолізаті при різних умовах 

ферментативної деструкції 
 

Номер 
досліду 

Умови дослідів Результати 
СЕ, мг/см3 СS, мг/см3 τ, хв усер, мг/см3 ур, мг/см3  , % 

1 0,1 10 10 0,019 0,018 3,83 
2 20 10 10 0,092 0,089 3,40 
3 0,1 70 10 0,085 0,085 0,32 
4 20 70 10 0,159 0,156 1,97 
5 0,1 10 360 0,095 0,092 2,66 
6 20 10 360 0,163 0,163 0,04 
7 0,1 70 360 0,372 0,369 0,68 
8 20 70 360 0,439 0,440 0,24 
9 0,1 40 185 0,341 0,347 1,62 
10 20 40 185 0,412 0,417 1,24 
11 10,05 10 185 0,371 0,368 0,69 
12 10,05 70 185 0,545 0,540 0,83 
13 10,05 40 10 0,153 0,160 4,39 
14 10,05 40 360 0,335 0,339 1,17 
15 10,05 40 185 0,458 0,454 0,77 

 

Після реалізації дослідів методом найменших квадратів та послідовного регресійного аналізу, реалі-
зованих у програмі PLAN [17], було отримане рівняння регресії у кодованих змінних, яке адекватно (за 
критерієм Фішера) описує залежність СНМП від факторів СЕ, СS та τ: 

Y=0,454+0,0353х1+0,086х2+0,0896х3–0,0726х1
2–0,2051х3

2+ 0,0525 х2 х3, 
де х1, х2, х3 – кодовані значення факторів відповідно СЕ, СS та τ, які визначаються за такими співвід-

ношеннями: х1=(СЕ–10,05)/9,95; х2=(СS–40)/30; х3=(τ–185)/175. 
Використовуючи отримане рівняння були визначені раціональні значення факторів СЕ, СS та τ, які 

забезпечують максимальну концентрацію низькомолекулярних пептидів СНМП у ферментолізаті: 
СЕ=12,5 мг/см3, СS=70,0 мг/см3, τ=245,6 хв, СНМП=0,569 мг/см3. Зразок НМП, отриманий за раціональних 
умов ферментолізу, вивчали за допомогою методу ІЧ-спектроскопії на предмет наявності у його структу-
рі функціональних груп та специфічних зв’язків, притаманних імунотропним муропептидам (рис.3). В 
ІЧ-спектрі НМП виявлено низку інтенсивних смуг поглинання, характерних для коливань специфічних 
функціональних груп та зв’язків, притаманним низькомолекулярним продуктам деградації пептидогліка-
нів клітинних стінок бактерій. Так, в області спектру 3380–3450 см-1 присутня широка смуга, яка свід-
чить про наявність вільних аміногруп. Смуга при 1642 см-1 відповідає за коливання пептидних зв’язків, 
при 1155 см-1 – піранозної форми глюкози, при 1013 см-1 – β-глікозидного зв’язку [20].  
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Рис. 3. ІЧ-спектр НМП ферментолізату. 

 

Результати досліджень низькомолекулярних компонентів ферментолізату свідчать, що за визначених 
раціональних умов деструкції пептидогліканів композиції МКБ та ББ досягнуто головної мети – отрима-
но продукти деструкції, які за своєю хімічною структурою та молекулярною масою відповідають муро-
пептидам, що володіють потужним імунотропним ефектом. На рис. 4 представлено послідовність основ-
них процесів виробництва дієтичної добавки на основі низькомолекулярних продуктів деградації пепти-
догліканів пробіотичних бактерій.  

 

 
Рис. 4. Загальна схема виробництва дієтичної добавки імунотропної дії на основі продуктів де-

градації пептидогліканів клітинних стінок пробіотичних бактерій. 
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За розробленою схемою отримано дослідну партію дієтичної добавки для медико-біологічних дослі-
джень, які проводили на білих безпорідних щурах віком 2–3 місяці, масою тіла 160–180 г, що утримува-
лись на стандартному раціоні віварію. Встановлено, що вона ефективно впливає на динаміку гематологі-
чних, біохімічних та імунологічних показників, результатами гістологічних та морфологічних дослі-
джень доведено збільшення імунологічної реактивності тимуса. Уведення у раціон щурів розробленої 
добавки сприяє зростанню кількості фагоцитів та їхньої поглинальної здатності. Відмічено зростання 
кількості γ-глобулінів у тварин, що вказувало на активацію білоксинтезувальної функції печінки [21]. 

Отже, отримані результати свідчать про доцільність здійснення подальших досліджень із розроблен-
ня технології дієтичної добавки на основі низькомолекулярних продуктів деградації пептидогліканів 
пробіотичних бактерій, здійснення її клінічної апробації та визначення шляхів її використання у харчо-
вих раціонах. 

Висновки. У роботі визначено раціональні параметри ключових процесів деструкції пептидогліканів 
композиції МКБ та ББ – автолізу та ферментолізу. Результати ІЧ-спектроскопії довели, що у структурі про-
дуктів ферментолізу (НМП), містяться специфічні функціональні групи та хімічні зв’язки, притаманні му-
ропептидам. Розроблено загальну схему послідовності технологічних процесів отримання дієтичної добав-
ки імунотропної дії на основі продуктів деградації пептидогліканів клітинних стінок пробіотичних культур. 
У дослідах на тваринах визначено її ефективну дозу – 0,06 мг/кг маси тіла. Показано її позитивний вплив 
на динаміку гематологічних, біохімічних та імунологічних показників крові, білоксинтезувальну функцію 
печінки. Доцільно проведення подальших досліджень із розроблення технології дієтичної добавки на ос-
нові низькомолекулярних продуктів деградації пептидогліканів пробіотичних бактерій, здійснення її клі-
нічної апробації та визначення шляхів використання у харчових раціонах. 
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