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Згідно з ISO 13408�3:2006 [1], ліофіліза�
ція — це фізико�хімічний процес висушу�
вання, розроблений для видалення розчин�
ників з обох водних та неводних систем,
передусім, щоб досягти стабільності продук�
ту або матеріалу. Ліофілізація є синонімом
терміна «заморожування�висушування»,
тому включає заморожування водної систе�
ми та видалення розчинника, спочатку ви�
парюванням (первинне висушування), а по�
тім десорбцією (вторинне висушування) до
рівня, який не підтримує хімічні реакції або
біологічний ріст. Результатом є стабільний,
правильно створений продукт, здатний
швидко розсипатися або розчинятися, вод�
ночас зберігаючи біологічну активність. 

З другого боку, вплив на клітину заморо�
жування та висушування можна розглядати
як екстремальні ефекти, що призводять до
різних порушень її структурно�фізіолого�
біохімічного стану, у тому числі — леталь�
них. Відомо, що цитоплазматична мембрана
ушкоджується в першу чергу, оскільки вона
є однією з основних мішеней дії різноманіт�
них чинників [2, 3]. Активні метаболіти

кисню (АМК), утворені у стресованій кліти�
ні, у великих концентраціях можуть мо�
дифікувати макромолекули та спричинюва�
ти її деструктивні зміни, а в низьких —
виконувати сигнальні функції. Тому навіть
відносно невеликі кількості АМК впливати�
муть на експресію генів, репараційні та ме�
таболічні процеси [4–6].

Важливим стартовим чинником запуску
механізмів як окиснювання протеїнів, так
і пероксидного окиснювання ліпідів є ради�
кали О•

2 та інші АМК. У зв’язку з тим, що
протеїни й ліпіди входять до клітинних
мембран як структурні елементи, їх уражен�
ня зумовлює порушення регуляції хімізму
та проникливості живої клітини, а також
руйнування, що згодом призводить до її за�
гибелі. Наприклад, зміна вмісту ненасиче�
них жирних кислот у мембрані впливає на
ступінь плинності її ліпідних компонентів,
а отже на інтенсивність процесів ліпоперок�
сидації тощо, унаслідок чого вона втрачає
резистентність до низькотемпературної та
іншої дії [7, 8]. 
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Встановлено, що зберігання клітин тест�штамів M. аrginini, M. gallisepticum та A. Laidlawii в ліофілізовано�
му стані впродовж року приводить до зростання ступеня окиснювальної модифікації протеїнів. Регуляторні ме�
ханізми інтенсивності ліпопероксидації в мембранах деліофілізованих клітин штамів M. аrginini, M. gallisep=
ticum та A. Laidlawii характеризуються інтенсивністю реакцій посилення антиокиснювальної активності,
гальмуванням активності каталази та накопиченням продуктів нейтрального й основного характеру. По�
тенціалу власної антиокиснювальної системи мембран деліофілізованих клітин досліджуваних тест�штамів не�
достатньо для зберігання нативної структури протеїнів мембрани та запобігання впливу активних метаболітів
кисню, тобто роль антиокиснювальної системи в захисті мембран клітин мікроорганізмів доцільно розглядати
не лише як регуляторну, а й як прогностичну. Результати роботи можуть бути корисними як прогностичні па�
раметри в різноманітних біотехнологічних процесах, пов’язаних з накопиченням біомаси мікроорганізмів у се�
редовищах, збагачених або лімітованих за будь�яким компонентом, та для контролювання якості імунобіоло�
гічних препаратів за допомогою цих тест�штамів.
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Згідно з цим розвиток ланцюгових реак�
цій під дією будь�якого чинника відбуваєть�
ся на фоні ураження або інгібування природ�
них антиокиснювальних (антиоксидантних)
систем, функція яких полягає в запобіганні
надлишковому окиснюванню [9]. Зрушення
в роботі однієї або кількох ланок скоордино�
ваної системи регуляції та/або запобігання
надлишковому окиснюванню призводить до
ушкодження структурно�функціонального
стану мембран та зміни важливих мета�
болічних процесів — інактивації ензимів,
розладу головних систем детоксикації та
інших тяжких наслідків [10–12].

Виходячи з вишезазначеного, досліджен�
ня інтенсивності ліпопероксидації й окисню�
вання протеїнів та показників їх регуляції
може мати значення в оцінюванні впливу
стресорів, у тому числі — технологічного по�
ходження. Тому метою досліджень було виз�
начення рівня пероксидного окиснювання
ліпідів (ПОЛ), похідних окиснювальної мо�
дифікації протеїнів (ОМП) та показників
антиокиснювальної системи (АОС) у мемб�
ранах клітин тест�штамів мікоплазм за умов
ефектів ліофілізації.

Матеріали і методи

Як експериментальні моделі було вико�
ристано нативні бульйонні концентрати та
деліофілізовані клітини паспортизованих
тест�штамів Mycoplasma orale АТСС 23714,
Mycoplasma аrginini G 230, Mycoplasma gal=
lisepticum АТСС 19610 і Acholeplasma laidlawii
АТСС 23206, які було культивовано впродовж
4–5 діб на живильному середовищі з додаван�
ням інактивованої кінської сироватки
(t = 56±1 0С; рН 7,49), виготовленому за ори�
гінальним прописом Національного центру
штамів мікроорганізмів Державного науково�
контрольного інституту біотехнології і шта�
мів мікроорганізмів (ДНКІБШМ, м. Київ).

Концентрація клітин у культурах тест�
штамів була в межах 5,6•107–5,5•109 клі�
тин/см3. Ліофільне висушування здійснюва�
ли на ліофільній установці (Jouan LP,
Франція) відповідно до вимог «Методических
рекомендаций по разработке режимов замора�
живания�высушивания биологических пре�
паратов» (1981). Деліофілізацію клітин про�
водили таким чином: ліофілізовані культури
досліджуваних штамів мікоплазм розчиняли
відповідним живильним середовищем до по�
чаткового об’єму (2,0 см3) з подальшим
висіванням на середовище культивування
в концентрації у середньому 2•106 клітин/см3. 

Сумарні мембранні фракції (СМФ) клі�
тин мікоплазм одержували за таким регла�

ментом: клітини відмивали від культураль�
ної рідини і ресуспендували в середовищі А
(10 мМ Трис�HCL, рН 7,4; 4 мМ MgCl2, 1 мМ
феназинметилсульфонілфториду, 1 мМ дитіо�
треїтолу) центрифугуванням при 6 000 об/хв
двічі впродовж 10 хв; піддавали руйнуван�
ню шляхом осмотичного лізису дистильова�
ною водою протягом 20–25 хв. Колбу із сус�
пензією (25 см3, концентрація клітин —
16–20 мг сухої маси/см3) вміщували в льодя�
ну баню. Ступінь руйнування контролювали
за зростанням у середовищі концентрації
протеїну, що звільнюється із цитоплазми
при деструкції клітинних оболонок. За таких
умов диспергування концентрація протеїну
суттєво зростала і стабілізувалася на макси�
мальному рівні через 2,5–3,0 хв, тому час
дезінтеграції клітин звичайно становив
3,0–3,5 хв. Одержаний таким чином диспер�
гат центрифугували при 3 000 об/хв впро�
довж 15–20 хв. Осад (залишок та фрагмент
клітинної оболонки) відкидали, а суперна�
тант знову центрифугували при 10 000 g
протягом 1 год. При цьому фрагменти плаз�
малеми, руйнованої ультразвуком, залиша�
лись в осаді. З метою відмивання осад цент�
рифугували, ресуспендували в невеликій
кількості середовища А, стабілізували, до�
даючи мертіолят з розрахунку 1:100 та ви�
користовували в досліді, за необхідності —
розводили гліцеролом на 20% (за об’ємом)
і зберігали при температурі –18±1 0С. Для
стандартизації препаратів СМФ визначали
наявність у їхньому складі протеїну за мето�
дом Лоурі в модифiкацiї Miller [13]. 

У СМФ відмитих нативних та деліофілі�
зованих клітин досліджували інтенсивність
процесів ПОЛ за визначенням концентрації
дієнових кон’югатів (ДК) і малонового
діальдегіду (МДА) у гептанізопропанольних
екстрактах з використанням модифікованої
нами методики В. Б. Гаврилової і М. І. Міш�
корудної [14]. Принцип методу визначення
інтенсивності ОМП у СМФ ґрунтувався на
здатності радикальних залишків аліфатичних
амінокислот утворювати альдегідні й кетон�
ні групи. Останні взаємодіють з 2,4�динітро�
фенілгідразином з утворенням 2,4�динітро�
фенілгідразонів, що мають характерний
спектр поглинання. Альдегідо� і кетопохід�
ні нейтрального характеру реєстрували за
довжини хвилі 370 нм, а основного характе�
ру — за 430 нм відповідно. Враховуючи зна�
чення молярного коефіцієнта екстинції
(2,1•104 М–1см–1) визначали вміст фенілгід�
разонів основного (ОХ) і нейтрального (НХ)
характеру, як описано в роботі [15].
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Стан АОС визначали спектрофотомет�
рично за активністю каталази (КФ 1.11.1.6)
з використанням Н2О2 за довжини хвилі 410 нм
[16]. АОА ліпідів, екстрагованих із СМФ
клітин бактерій, визначали, як описано
в роботі [17].

Для одержання статистично вірогідних
результатів визначення вищезазначених па�
раметрів проводили у 10�кратній повторю�
ваності з трьома паралельними пробами
зразків. Математичну обробку одержаних
даних виконували за допомогою методів
варіаційної статистики, як описано в роботі
[18]. 

Результати та обговорення

Встановлено, що в СМФ нативних і деліо�
філізованих клітин майже усіх досліджува�
них штамів мікоплазм інтенсивність про�
цесів ПОЛ є близькою за вмістом продуктів
ліпопероксидації — ДК і МДА (табл. 1). Бу�
ло зареєстровано тенденцію до зростання
рівня МДА в СМФ деліофілізованих клітин
штамів M. gallisepticum і A. laidlawii, що ста�
новило 12,9 і 6,1% відповідно.

Відомо, що одним із пріоритетних кри�
теріїв використання мікоплазм як моделі
у мембранних дослідженнях є те, що ліпід�
ний склад їхніх мембран можна контрольо�
вано змінювати [19]. Така можливість
пов’язана із загальною або частковою 
нездатністю цих організмів до синтезу жир�
них кислот з довгим ланцюгом і холестеро�
лу, що зумовлює залежність їх від наявності

цих компонентів у середовищі росту.
У зв’язку з цим можна припустити, що
ліпіди мембран клітин досліджуваних нами
тест�штамів мікоплазм виявилися певною
мірою резистентними до активації перок�
сидного окиснювання внаслідок ефектів тех�
нологічного чинника — ліофілізації. Однак,
з іншого боку — фізичний стан мембранних
ліпідів клітин мікоплазм впливає на ак�
тивність АТР�ази, локалізація якої пов’яза�
на виключно з мембраною [20]. Попередніми
дослідженнями було встановлено, що вна�
слідок процесів ліофілізації реєструється
посилення мембранної АТР�ази в деліофілі�
зованих клітинах штамів M. orale АТСС
23714, M. аrginini G 230, M. gallisepticum
АТСС 19610 та A. laidlawii АТСС 23206, що
свідчить про активацію швидкості гідролізу
АТР у їхніх мембранах [21]. Поряд із цим
інші дослідники виявили наявність лама�
ності кривих Арреніуса для АТР�азної ак�
тивності мембран A. Laidlawii і M. mycoides
var. capri за температури, яка відповідає фа�
зовим переходам у ліпідній фазі цих мемб�
ран [20, 22].

Встановлено, що процеси ліофілізації не
вплинули на інтенсивність ОМП за рівнем
їхніх карбонільних похідних нейтрального
й основного характеру клітин штаму M. orale
АТСС 23714. Однак у СМФ нативних клітин
саме цього штаму реєстрували найвищі зна�
чення показників ОМП НХ і ОХ —
2,67±0,25 і 1,92±0,25 ммоль/г протеїну —
серед відповідних показників інших штамів
(табл. 2). З результатів досліджень ОМП
у СМФ клітин мікоплазм, що наведені
в табл. 2, випливає, що після деліофілізації
клітин штамів M. аrginini, M. gallisepticum
і A. laidlawii у їхніх мембранах встановлено
активацію процесів окиснювання протеїнів
(р ≤ 0,05). Дослідження рівня ОМП на основі
визначення вмісту динітрофенілгідразонів
похідних їхніх амінокислот показало значне
зростання кількості карбонільних похідних
у мембранах деліофілізованих клітин порів�
няно з нативними. Так, зростання вмісту
карбонільних похідних НХ та ОХ у мембра�
нах штамів M. аrginini, M. gallisepticum
й A. laidlawii становило: 76,8 та 127,0%,
101,1 та 116,2% і 671,1 і 500,0% відповідно.

У зв’язку з тим, що утворення продуктів
окиснювання протеїнів може призводити до
їх швидкого розкладання і деструкції, саме
карбоніли ОМП є первинним маркерами
окиснювання протеїнів [23]. Відомо, що 
деградовані протеїни можуть знаходитись
у клітинах годинами і навіть днями, а про�
дукти ПОЛ піддаються детоксикації вже

Таблиця 1. Інтенсивність процесів 
пероксидного окиснювання ліпідів 

у сумарних мембранних фракціях нативних 
та деліофілізованих клітин тестQштамів 

мікоплазм (M±m; n = 10)

Клітини тестQ
штамів

Продукти ПОЛ

ДК, мкмоль/л МДА, ΔD

Нативні клітини 

M. orale 14,88±1,45 2,45±0,52

M. аrginini 14,99±1,34 2,51±0,10

M. gallisepticum 14,95±3,12 2,48±0,11 

A. laidlawii 15,71±1,95 2,64±0,15 

Деліофілізовані клітини 

M. orale 14,88±1,25 2,58±0,40 

M. аrginini 14,88±1,25 2,64±0,35 

M. gallisepticum 14,99±1,40 2,80±0,15 

A. laidlawii 15,35±2,00 2,80±0,04 



БІОТЕХНОЛОГІЯ, Т. 2, №2, 2009

106

через декілька хвилин [24]. Одержані дані
дозволяють розглядати окиснювання про�
теїнів як відносно стабільні показники окис�
нювального стресу, що має значення для до�
слідницької практики. Оскільки важливим
стартовим чинником запуску механізмів як
окиснювання протеїнів, так і ліпоперокси�
дації є радикали О•

2, можна припустити ви�
значальну роль АОС в захисті мембран
досліджуваних клітин не лише як регуля�
торну, а й як прогностичну.

Так, було визначено рівень показників,
що характеризують стан як ензиматичної
ланки, так і загального ендогенного потен�
ціалу АОС мембран клітин. Дані про резуль�
тати дослідження активності каталази та
показника АОА в СМФ нативних і деліофі�
лізованих клітин мікоплазм різних тест�
штамів наведено в табл. 3. Встановлено, що
в СМФ деліофілізованих клітин M. orale зна�
чення показників продуктів ПОЛ і ОМБ бу�
ли статистично близькими до їхніх значень
у мембранах нативних клітин цього штаму.
При цьому рівень активності індуцибельної
каталази істотно не змінювався. У СМФ
деліофілізованих клітин інших досліджува�
них штамів мікоплазм значення активності
каталази, навпаки, були меншими відносно
значень в СМФ їхніх нативних клітин, що
для штамів M. аrginini, M. gallisepticum
та A. laidlawii становило 2,6, 1,5 і 2,8 раза
відповідно (р ≤ 0,05). Одержані результати
узгоджуються з даними [25] щодо надмірно�

г о

утворення карбонільних похідних на фоні
різкого падіння активності каталази та зрос�
тання рівня активності супероксиддисмутази.
Слід зазначити, що зареєстрована тенденція
до посилення процесів ПОЛ у мембранах
деліофілізованих клітин штамів M. gallisep=
ticum і A. Laidlawii супроводжувалась знач�
ним зростанням рівня показника АОА — до
2,0 і 1,2 раза відповідно (р ≤ 0,05). Процеси
активації неензиматичної ланки АОС оче�
видно носять компенсаторний характер для
мембран стресованих клітин.

Отже, можна зробити висновок про те,
що ліофілізація справляла індукуючий
вплив на окиснювання протеїнів мембран
досліджуваних клітин штамів M. аrginini,
M. gallisepticum та A. Laidlawii, на відміну
від штаму M. orale. Окиснювальна деградація
протеїнів еукаріотів і прокаріотів пов’язана
з їх денатурацією, гідрофобністю і посиле�
ною протеолітичною чутливістю. Денатура�
ція й гідрофобність зростають на початко�
вих стадіях ОМП і фактично розглядаються
як «сигнал» для внутрішньоклітинного про�
теолізу окиснювальних протеїнів. Доведено,
що за багатьох патологічних станів саме
окиснювальні модифікації протеїнів, а не лі�
підів і нуклеїнових кислот, є одним із ранніх
та надійних маркерів окиснювального стре�
су [26]. Регуляторні механізми інтенсивнос�
ті ліпопероксидації та окиснювання про�

Таблиця 2. Інтенсивність процесів 
окиснювальної модифікації протеїнів 

у сумарних мембранних фракціях нативних 
та деліофілізованих клітин тестQштамів 

мікоплазм (M±m; n = 10)

Клітини тестQ
штамів

Продукти ОМП

НХ370,
ммоль/г 
протеїну

ОХ430,
ммоль/г
протеїну

Нативні клітини 

M. orale 2,67±0,25 1,92±0,25 

M. аrginini 0,95±0,01 0,37±0,02 

M. gallisepticum 0,95±0,12 0,37±0,01 

A. laidlawii 0,38±0,02 0,24±0,02 

Деліофілізовані клітини 

M. orale 2,51±0,25 0,97±0,40 

M. аrginini 1,68±0,09* 0,84±0,05*

M. gallisepticum 1,91±0,05* 0,80±0,01*

A. laidlawii 2,93±0,18* 1,44±0,03*

Таблиця 3. Активність каталази та рівень 
антиокиснювальної активності 

в сумарних мембранних фракціях нативних 
та деліофілізованих клітин тестQштамів 

мікоплазм (M±m; n = 10).

Клітини тестQ
штамів

Показник  

Каталаза,
ммоль Н2О2/с

мг протеїну

АОА, %
інгібування

Нативні клітини 

M. orale 22,60±1,50 63,30±4,00 

M. аrginini 38,50±2,00 26,70±2,05 

M. gallisepticum 57,20±3,55 6,70±0,25 

A. laidlawii 21,11±1,90 60,00±3,25 

Деліофілізовані клітини 

M. orale 24,63±2,45 60,0±3,45 

M. аrginini 14,60±1,95* 20,00±4,05

M. gallisepticum 38,50±2,10* 13,30±1,05*

A. laidlawii 7,60±0,70* 73,30±2,80*

Примітка: * — різниця значень показників деліо�
філізованих клітин вірогідна при р ≤ 0,05 відносно
їх рівня у нативних клітинах.
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теїнів у мембранах деліофілізованих клітин
цих штамів характеризуються посиленням
реакції загальної АОА і гальмуванням ак�
тивності каталази та накопиченням похід�
них ОМП нейтрального і основного характе�
ру, що може зумовлювати потенціал клітин
мікоплазм щодо їх протективності та резис�
тентності за умов дії стресорних чинників.
Потенціалу власної АОС мембран деліофілі�
зованих клітин тест�штамів M. аrginini,
M. gallisepticum і A. Laidlawii виявилось не�

достатньо для зберігання нативної структу�
ри протеїнів мембрани та запобігання впли�
ву АМК, що підтверджується посиленням
окиснювальної деструкції протеїнів.

Автор висловлює вдячність співробітни=
кам Національного центру штамів мікро=
організмів ДНКІБШМ д=ру вет. наук
В. О. Ушкалову і наук. співр. В. В. Андрущен=
ко за сприяння у проведенні досліджень.
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