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Застосовано нанобіоматеріали на основі високодисперсного кремнезему в системі біо-
технологічних досліджень. Здійснено оцінку in vitro біологічної активності 0,001%-ї концен-
трації нанобіоматеріалів, синтезованих на основі високодисперсного кремнезему (ВДК, 1) та: 
2) альбуміну сироватки крові великої рогатої худоби (БСА, ВДК/БСА); 3) N-ацетилнейраміно-
вої кислоти (N-АНК, ВДК/N-АНК) і 4) ВДК, БСА і N-ацетилнейрамінової кислоти 
(ВДК/БСА/N-АНК). Показано, що стимулюючий ефект нанобіоматеріалів на життєздат-
ність кріоконсервованих сперматозоїдів бугаїв голштинської породи залежить від природи їх 
поверхні. Встановлено, що після перебування сперматозоїдів із додаванням 0,001%-ї концен-
трації ВДК/БСА/N-АНК упродовж 30 хвилин відбулось зростання активності сперматозоїдів 
на 10,0%, порівняно з іншими групами. В статті відображена перспективність проведення 
подальших досліджень з використанням нанобіоматеріалів у системі збереження та раціо-
нального використання генетичних ресурсів сільськогосподарських тварин. 
Ключові слова: бугаї, нанобіоматеріал, високодисперсний кремнезем, еякульовані спер-
матозоїди, збереження генофонду, кріоконсервація 
EVALUATION OF BIOLOGICAL ACTIVITY OF NANOBIOMATERIALS 
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Applied nanobiomaterial on the basis of ultrafine silica in the system of biotechnology research. 
Evaluated in vitro the biological activity of 0.001% concentration nanobiomaterials, synthesized on 
the basis of ultrafine silica (UFS, 1) and: 2) albumin serum bovine (BSA, UFS/BSA); 3) N-acetyl-
neuraminic acid (NANA, BDK/NANA) and 4) UFS, BSA and N-acetylneuraminic acid 
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(UFS/BSA/NANA). It is shown that the stimulating effect nanobiomaterials on the viability of cryo-
preserved sperm of bulls of Holstein breed depends on the nature of their surface. Found that after 
exposure of spermatozoa with the addition of 0.001% concentration UFS/BSA/NANA within 30 
minutes there was an increase in the activity of spermatozoa of 10.0%, compared with other groups. 
The article describes the prospects for further research using nanobiomaterials in the system for the 
conservation and sustainable use of genetic resources of farm animals. 
Keywords: bulls, nanobiomaterials, ultrafine silica, ejaculating of spermatozoa, preserve the 
gene pool, cryopreservation  
ОЦЕНКА БИОЛОГИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ НАНОБИОМАТЕРИАЛОВ 
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2Институт химии поверхности им. А.А.Чуйко Национальной академии наук Украины (Киев, 
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Представлены результаты использования нанобиоматериалов на основе высокодис-
персного кремнезема в системе биотехнологических исследований. Осуществлена оценка in 
vitro биологической активности 0,001%-й концентрации нанобиоматериалов, синтезирован-
ных на основе высокодисперсного кремнезема (ВДК, 1) и: 2) альбумина сыворотки крови круп-
ного рогатого скота (БСА, ВДК/БСА); 3) N-ацетилнейраминовой кислоты (N-АНК, ВДК/N-
АНК) и 4) ВДК, БСА и N-ацетилнейраминовой кислоты (ВДК/БСА/N-АНК). Показано, что 
стимулирующий эффект нанобиоматериалов на жизнеспособность криоконсервированных 
сперматозоидов быков голштинской породы зависит от природы их поверхности. Установ-
лено, что после пребывания сперматозоидов с добавлением 0,001%-й концентрации 
ВДК/БСА/N-АНК в течение 30 минут произошел рост активности сперматозоидов на 10,0%, 
по сравнению с другими группами. В статье отображена перспективность проведения даль-
нейших исследований с использованием нанобиоматериалов в системе сохранения и рацио-
нального использования генетических ресурсов сельскохозяйственных животных. 
Ключевые слова: быки, нанобиоматериал, высокодисперсный кремнезём, эякулирован-
ные сперматозоиды, сохранение генофонда, криоконсервация  

Вступ. Вирішальну роль у сучасній технології довгострокового зберігання генофонду 
сільськогосподарських тварин відіграють не тільки умови низькотемпературної консервації 
гамет та ембріонів, а й склад кріосередовищ, які здатні максимально забезпечити їх цілісність 
під час цього процесу. Тому кріосередовища постійно удосконалюються, щоб забезпечити бі-
льшу життєздатність клітин після їх розморожування. Раніше було встановлено, що додавання 
в незначній кількості високодисперсного (нанорозмірного) кремнезему до стандартного ЛГЖ-
кріосередовища для заморожування сперми бугаїв призводить до підвищення виживаності га-
мет після їх деконсервації [1]. Щодо ВДК, то він широко застосовується при виготовленні лі-
карських засобів як допоміжна речовина, тому що в межах певних концентрацій є фізіологічно 
нешкідливим і сумісним із біологічною системою [2]. Такий SiO2 має розвинену поверхню, 
вкриту гідроксильними групами, яка виявляє високі адсорбційні властивості щодо багатьох 
речовин. Заміщення гідроксилів синтетичними або природними сполуками дає можливість 
створювати на його основі іммобілізовані біологічно активні препарати пролонгованої та ад-
сорбційної дії [3]. Так закріплення на поверхні ВДК деяких вуглеводів дозволило одержати 
нанобіоматеріали (НБМ), які при додаванні їх до деяких кріосередовищ в порівнянні із вихід-
ним SiO2 сприяли більшій виживаності гамет після розморожування [4, 5].  

Тому метою наших досліджень було створення НБМ на основі ВДК, альбуміну сирова-
тки крові великої рогатої худоби (БСА) та N- ацетилнейрамінової кислоти (N-АНК), а також 
перевірка їх біологічної активності з використанням еякульованих гамет бугаїв.  

Матеріали та методи досліджень. Дослідження проведено в лабораторії біотехнології 
Інституту розведення і генетики тварин імені М.В.Зубця НААН. Використано сперму бугаїв 
голштинської породи Стролх 379536/678, Том 379545/345 та Триплле 244, яка зберігається в 
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банку генетичних ресурсів тварин Інституту розведення і генетики тварин імені М.В.Зубця 
НААН біля 30 років. 

Синтез біологічно активних наноматеріалів на основі ВДК та біомолекул здійснено на 
базі Інституту хімії поверхні ім. О.О.Чуйка НАН України. Для одержання НБМ використову-
вали ВДК А-300 із Sпит=285 м2/г (м. Калуш, Україна), який попередньо прожарювали 2 години 
за температури 400оС; БСА (Мr~67000, фракція V; «Fluka», США) та N-АНК («Sigma», США). 
В дослідженнях були використані НБМ, одержані двома різними способами. НБМ ВДК/N-
АНК був одержаний методом просочування адсорбента водним розчином N-АНК (так звана 
імпрегнація), тоді як ВДК/БСА/\N-АНК – методом нековалентної іммобілізації. В разі остан-
нього поверхню ВДК спочатку модифікували білком. Подібний підхід був  зумовлений не-
спроможністю N-АНК безпосередньо адсорбуватись на поверхні ВДК. Тому на першому етапі 
проводили адсорбцію на ній БСА в статичних умовах при рН=4,8, що є його ізоелектричною 
точкою [3], з вихідною концентрацією водного розчину альбуміну 1 – 14 мг/мл. Співвідно-
шення адсорбент:адсорбат становило 10:1. Для досягнення адсорбційної рівноваги розчин бі-
лку витримували дві години при постійному перемішуванні в присутності ВДК, після чого 
осад кремнезему відокремлювали центрифугуванням (4000 об/хв, 10 хв.) та висушували його 
упродовж чотирьох діб у термостаті за температури 37оС. Після висушування його ретельно 
розтирали в ступці та визначали ступінь десорбції у воду. Потім знову центрифугували та ви-
сушували, розтирали та надалі використовували як адсорбент для одержання НБМ – 
ВДК/БСА/N-АНК. В цьому випадку в якості адсорбату був водний розчин N-АНК в межах 
концентрацій 6,5 – 60 мкг/мл. Процес адсорбції N-АНК на поверхні ВДК, модифікованій біл-
ком, та десорбції проводили в умовах, зазначених вище для білка, за винятком того, що час 
адсорбції для N-АНК тривав одну годину [3]. 

Для визначення концентрації білка в розчині використовували мікробіуретовий метод 
[7] з використанням фотоелектроколориметра КФК-2. Щодо N-АНК, то для визначення її кон-
центрації у розчині застосовували метод [8] з використанням спектрофотометру марки 
Lambda-35 ( Perkin-Elmer, USA).  

Побудову ізотерм адсорбції біомолекул, що оцінювали цей процес, здійснено завдяки 
розрахункам параметрів процесу, виконані згідно [9, 10].  

Для підтвердження іммобілізації як білку на ВДК, так і N-АНК на ВДК/БСА використана 
ІЧ-спектроскопія. ІЧ-спектри знімали на спектрометрі Thermo Nicolet Nexus FTIR в області 
4000-400cм-1. Для зменшення розсіювання ІЧ-випромінювання зразки змішували з попередньо 
підсушеним KBr («Riedel-de Haen», Франція, ч.д.а.) у співвідношенні 1:19 для білка та 1:4 для 
наноматеріалу. Для обробки спектрів використовували програмне забезпечення фірми 
«Omnic». Оцінку ефективності взаємодії біомолекул з адсорбентом проводили за інтенсивні-
стю смуги валентних коливань в області 3750 см-1, що належить ізольованим(вільним) ОН-
групам [3]. 

Для вивчення особливостей формування поверхневого шару НБМ із білком як адсорбе-
нту для іммобілізації N-АНК та у відповідності із результатами адсорбції та ІЧ-спектроскопії 
використані мас–спектрометричні дослідження. Їх проводили методом температурно-програ-
мованої десорбційної мас-спектрометрії (ТПД МС) на приладі МХ-7304А (Україна, Суми). 
Специфічні деталі та особливості методу ТПД МС розглянуті в роботі [11]. Для підтвердження 
успішної іммобілізації БСА на поверхні ВДК використовували наявність в термограмах роз-
кладу зразків НБМ ВДК/БСА піку 34 а.о.м., який є тестовим для білкового шару [12-14]. 

НБМ 1) ВДК; 2) ВДК/БСА; 3) ВДК/N-АНК і 4) ВДК/БСА/N-АНК додавались до гамет 
бугаїв після їх розморожування в концентрації 0,001%. Дія НБМ на сперматозоїди оцінюва-
лась у відсотках за показником життєздатності у відповідності з їх активним рухом. 

Результати досліджень. Наявність поверхневого шару із біомолекул у зразках НБМ 
були перевірені розрахунками параметрів адсорбції та такими фізико-хімічними методами, як 
інфра-червона спектроскопія та температурно-програмована мас-спектрометрія. 
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Відомо [15], що ефективність адсорбційної взаємодії із носієм оцінюється по ізотермам 
адсорбції, які побудовані за параметрами процесу згідно [9, 10], і вигляд яких залежить від 
механізму взаємодії адсорбата і адсорбента. У відповідності із рис. 1 (а, б) ізотерми БСА та N-
АНК можна віднести до ленгмюрівського типу [15]. Це свідчить про сильну взаємодію білку 
та поверхні ВДК. Максимальна адсорбція (Г∞) для альбуміну становила 410 мг/г, а його де-
сорбція з поверхні ВДК не перевищувала 11,3%. Ізотерма, що представлена на рис.1б свідчить, 
що попередня іммобілізація білку на поверхні ВДК сприяла адсорбції N-АНК на ВДК. Де-
сорбція N-АНК із поверхні НБМ ВДК/БСА незначна (0,015%). 

 

Рис. 1. Ізотерми адсорбції білка БСА, адсорбованого на ВДК (а) та N-АНК, адсорбованої на НБМ 
ВДК/БСА(б) 

На рис. 2 (а, б) наведені термограми БСА у конденсованому та адсорбованому на по-
верхні ВДК станах. При розкладі БСА в конденсованому стані спостерігається поява піку 34 
а.о.м., яка інтерпретується як маса молекули сірководню, що утворюється внаслідок розкладу 
залишків сірковмісних амінокислот у складі білка. Його адсорбція призводить до розширення 
максимуму термічного виділення 34 а.о.м. від 30ºС до 60ºС і більше, тобто процес термічного 
розкладу втрачає свій кооперативний характер внаслідок взаємодії БСА із поверхнею високо-
дисперсного носія. Це зумовлено також як зменшенням кількості ОН-груп поверхні ВДК, так 
і кількістю адсорбованого білка. Зменшення інтенсивності піку визначається стабілізацією мо-
лекули білка при контакті із адсорбентом.  

 

Рис. 2. Термограми розкладання БСА в конденсованому (а) та адсорбованому (б) станах 

В ІЧ-спектрі вихідного кремнезему(рис. 3, крива 2) смуга валентних ОН-коливань спо-
стерігається в області 3750 см-1, яка відповідає ізольованим ОН-групам. Зменшення інтенсив-
ності смуги при λ=3750 см-1, яке спостерігалось після контакту БСА або N-АНК із ВДК/БСА 
(рис. 3), свідчить про утворення водневих зв’язків поверхневим шаром гідроксильних груп, 
таким чином підтверджуючи іммобілізацію біомолекул на поверхні адсорбенту.  

Рис. 3. ІЧ-спектри біомолекул, адсорбованих на поверхні ВДК:  
1 – БСА; 2- ВДК; 3 – ВДК/БСА/N-АНК ; 4 - ВДК/БСА 
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Це свідчить про їх зв’язування із функціональними групами адсорбованих біомолекул 
[6]. В разі ВДК/БСА спостерігається також зміщення так званих смуг поглинання Амід I та 
Амід II, котрі є характеристичними в ІЧ-спектроскопії білків [16]. Тому є підстави вважати 
утворення Н-зв’язку між N-H-групами молекули БСА та гідроксилами ВДК [17]. 

Іммобілізація N-АНК на поверхні композиту ВДК/БСА відбувається за участю гідрок-
сильних, карбонільних, аміногруп як білку, так і самого вуглеводу (рис. 3). 

Отже завдяки попередній модифікації ВДК білком БСА здійснено на ній іммобілізацію 
N-АНК, що дозволило одержати НБМ на їх основі. 

Наступним етапом наших досліджень було оцінити біологічну активність створених на-
нобіоматеріалів. Біологічну активність НБМ виявляли шляхом дослідження впливу додавання 
НБМ на життєздатність деконсервованих еякульованих сперматозоїдів бугаїв голштинської 
породи. 

Встановлено, що після розморожування сперматозоїдів бугаїв вони проявляли в серед-
ньому активність на рівні 50,0±5,77% (табл. 1). Цей показник активності гамет у контролі (без 
додавання НБМ) знизився упродовж 30 хв. лише на 3,3%, і становив 46,7±6,01%.  

1. Показники життєздатності еякульованих сперматозоїдів бугаїв голштинської породи  

Кличка, 
№ 

Активність  
після розморожування, % 

Виживаність після розморожу-
вання, години 

Стролх 379536/678 50 4,5 
Том 379545/345 40 4,0 

Триплле 244 60 5,5 
Середній показник 50±5,77 4,7±0,44 

 
В дослідних групах (рис. 4) через 30 хв. найбільш активними були гамети, які перебували 

з ВДК/БСА/N-АНК (56,7±8,82). Найнижчу активність мали гамети, які перебували із ВДК. По-
рівняно із контролем вона знизилась на 10% та на 20%, порівняно з ВДК/БСА/N-АНК. Отже, 
додавання ВДК в концентрації 0,001% до розморожених сперматозоїдів бугаїв є недоцільним. 

За наявності НБМ ВДК/БСА на відміну від ВДК/БСА/N-АНК рухливість гамет знизилась 
лише на 1,7%. В той же час у присутності НБМ без білка, а саме ВДК/N-АНК, спостерігали 
зниження рухливості на 11,7%. Це свідчить про можливість стабілізації кількості рухливих 
клітин за рахунок білку в НБМ. Однак, при малих концентраціях наночасток у середовищі із 
клітинами можливість їх контакту із клітинною поверхнею незначна. Тому можна припустити, 
що цей ефект спостерігається завдяки взаємодії НБМ із компонентами плазми сім’яної рідини 
та кріосередовища і це може призводити до перерозподілу форм води [6]. 

Через 60 хвилин від початку досліду найбільш активними були гамети із ВДК/N-АНК 
(48,3±4,41%) та ВДК/БСА/N-АНК (51,7±8,82%). В контролі на цей період спостерігалась ни-
жча рухливість гамет (41,7±7,26%), ніж з вищевказаними дослідними групами, та вища на 
13,4% і 1,7% порівняно із ВДК та ВДК/БСА. Через 1,5 години від початку дослідження в кон-
тролі і в дослідних групах спостерігалось поступове зниження їх рухливості.  

 

 
Рис. 4. Вплив НБМ на життєздатність деконсервованих еякульованих сперматозоїдів бугаїв
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Отже, при оцінці біологічної активності НБМ найбільш перспективними виявились 
ВДК/БСА та ВДК/БСА/N-АНК. Перший НБМ забезпечив початкове зростання рухливості спе-
рматозоїдів до рівня 55,0±5,77%, а ВДК/БСА/N-АНК, як було вказано вище – до 56,7±8,82%. 
Різниці між ними практично не виявлено, але відмічено особливу роль білка в її прояві як 
природної поверхневоактивної речовини. Хоча механізм прояву кожного із НБМ скоріш за все 
різний. Щодо N-АНК в НБМ, то згідно своїм функціональним властивостям, вона може забез-
печувати підвищений ступінь хімічної спорідненості наноматеріалів до певних компонентів 
сім’яної рідини або відповідних рецепторів клітини на відміну від білка. 

Висновки. Отже, при вивченні впливу нанобіоматеріалів найбільш активними вияви-
лись ВДК/БСА/N-АНК та ВДК/N-АНК. Присутність цих нанобіоматеріалів у деконсервованих 
еякульованих сперматозоїдах бугаїв забезпечувала позитивний вплив на життєздатність таких 
сперматозоїдів. У представлених дослідженнях нами застосовано схему деконсервації еяку-
льованих сперматозоїдів бугаїв та встановлено ефективність використання ВДК/БСА/N-АНК 
для підвищення життєздатності таких сперматозоїдів.  

Подяка. За науковий супровід роботи висловлюємо вдячність завідувачу лабораторії 
мас-спектрометрії нанорозмірних систем Інституту хімії поверхні Інститут хімії поверхні 
ім. О.О. Чуйка НАН України В. О. Покровському.  
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