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Серед широкого класу ферментів, що мають 
практичне значення у медицині та біотехно-
логіях, виділяються супероксиддисмутаза 
(СОД/SOD) та каталаза (КАТ/CAT), які є важ-
ливішими факторами антиоксидантного захис-
ту [1, 10]. У сучасній роботі S. Anwar та співавт. 
[1] наголошується, що суттєвими перепонами 
до ще більш поширеного використання ка-
талази у практичній медицині є недостатня 
стабільність, низька біодоступність та специ-
фічність доставлення цього ферменту до тка-
нин-мішеней. Підвищення/покращення цих 
показників, а також «довговічності» каталази 
зможе розкрити її повний терапевтичний по-
тенціал. Одним зі шляхів вирішення цієї проб-
леми вважається вбудовування ферменту 
у різні мікроносії, зокрема на основі альгінату. 
Все вищеописане також стосується ферменту 
СОД [10], яка крім того володіє терапевтич-
ними властивостями. 

Широке використання вбудованих у гід-
рогелеві носії ферментів у біомедицині і біо-
0технологіях потребує розробки методів їх 
довгострокового зберігання зі збереженням 
ферментативної активності. В літературі наво-

дяться дані щодо зберігання гідрогелевих 
носіїв із вбудованими ферментами за тем-
ператури 4 °С [9], але на сьогодні недостатньо 
робіт присвячено зберіганню цих комплексів 
за низьких температур.

Багато уваги приділяється дослідженням, 
що стосуються заморожування та зберігання 
різних біооб’єктів за температури –80 °С, зок-
рема моноклональні антитіла, різні ферменти, 
екстрацелюлярні везикули тощо [4–6, 8].

Сукупність отриманих результатів свід-
чить про перспективність зберігання біо-
логічних речовин за температури –80 °C зі збе-
реженням їхніх властивостей для подальшого 
використання у медичній практиці та біотехно-
логіях. Проте залишається не вирішеним 
питання про можливість прямого поши-
рення отриманих результатів на інші біо-
об’єкти. 

Для змін характеристик гідрогелів на основі 
альгінату натрію зазвичай застосовують їх 
модифікування, зокрема, лапонітом — біосу-
місним наноматеріалом, що легко біорозк-
ладається, покращує вбудовування білків 
та механічні властивості гідрогелів. Змінюючи 

Коротке повідомлення

ISSN 2307-6143. Проблеми кріобіології і кріомедицини. 2025; 35(1)



І.П. Хала, С.В. Рєпіна, О.А. Нардід, Є.Й. Науменко, Д.О. Мангасаров

вміст лапоніту у гідрогелях, можна налаштува-
ти кінетику вивільнення білків [2]. 

Мета роботи — дослідження впливу збері-
гання за температури –80 °С на активність біл-
ків-ферментів: супероксиддисмутази та ката-
лази, вбудованих у альгінатні мікрокапсули 
та модифіковані наночастинками лапоніту 
альгінатні мікрокапсули.

У дослідженні використовували альгінат 
натрію (ChemCruz, США) низької в’язкості (2–
4 сП); лапоніт RD (GMW, Німеччина), СОД 
(Sigma-Aldrich Chemical, Німеччина), КАТ 
(Sigma-Aldrich Chemical) та CaCl2 (UkrChem-
Group, Україна). Альгінатні мікрокапсули та 
модифіковані наночастинками лапоніту альгі-
натні мікрокапсули з вбудованими фермен-
тами отримували, за методом I.P. Khala та 
співавт. [7] з деякими змінами. Розчин альгіна-
ту натрію з ферментами готували наступним 
чином: 2 мл вихідного розчину ферменту 
(10 мг/мл для СОД і 20 мг/мл для КАТ) змі-
шували з 300 мкл 2 %-го розчину альгінату нат-
рію, доводили до 5 мл буфером Трис-HCl 
(рН=7,8) та додавали у ванну з 2 %-м CaCl2 
у тому ж буфері — методом примусового від-
риву краплі від кінчика розпилювача за до-
помогою потоку повітря. Активність COД 
і КАТ визначали за вищезазначеною методи-
кою [7]. За контроль вважали активність фер-
ментів у вихідному розчині. Подальші розра-
хунки активності проводили з урахуванням 

розведення ферментів. Для оцінки ефектив-
ності вбудовування ферментів у гідрогелі 
та контролю за їх витоком вимірювали кон-
центрацію ферментів спектрофотометрично 
(довжина хвилі 280 нм) у мікрокапсулах та 
надосаді після їх осадження. Спектри погли-
нання записували на спектрофотометрі «Pye 
Unicam SP 8000» (Pye Unicam Ltd, Велика 
Британія).

Для вивчення впливу температури –80 °С 
на активність ферментів у складі мікрокап-
сул останні заморожували і зберігали у над-
низькій температурній морозильній камері – 
«Haier DW-86W100J» (Haier Biomedical Co., 
Китай), за температури –80 °С впродовж 30 діб. 
Відігрівали на водяній бані при 37 °С.

Дані на рисунках наведено у вигляді серед-
нього значення ± стандартне відхилення. 
Статистичну обробку експериментальних ре-
зультатів проводили за допомогою програми 
«Statistica 6.0» (StatSo  Inc., США). Статистичну 
значущість відмінностей досліджуваних число-
вих показників перевіряли за критерієм Манна-
Уїтні. Відмінності вважали значущими при 
р ≤ 0,05. Кількість експериментів у кожній 
серії дослідів була не менше п’яти.

З використанням іонотропного гелеутво-
рення сформовано альгінатні, у тому числі й 
модифіковані наночастинками лапоніту, мікро-
капсули діаметром 0,4–0,8 мм з інкапсульо-
ваними ферментами, які зберігають при цьому 
достатню активність порівняно з вихідним 
розчином. 

Після 30 діб зберігання КАТ, вбудованої 
в гідрогелеві мікрокапсули, при –80°C актив-
ність ферменту знизилася порівняно з контр-
олем (активність у вихідному розчині). При 
цьому, як можна бачити на рис. 1, активність 
КАТ, що зберігалася у складі альгінатних мік-
рокапсул, складала 59 %, що було дещо вище, 
ніж активність КАТ, після зберігання у бу-
ферному розчині (54 %). Зберігання протягом 
30 діб за температури –80 °C найбільш впли-
нуло на активність КАТ, вбудованої в моди-
фіковані наночастинками лапоніту альгінатні 
мікрокапсули. Активність зменшилась до 42 %, 
що значно нижче цього показника для неім-
мобілізованої КАТ (рис. 1). 

Дослідження показали, що 30-добове збері-
гання СОД за температури –80 °С практично 
не пливало на активність ферменту, вбудова-

Рис. 1. Вплив зберігання за температури –80°С 
впродовж 30 діб на активність каталази. 1 — альгі-
натні  капсули, 2 — альгінатні  капсули з лапонітом, 
3 — у буферному розчині. * — відмінності значущі 
порівняно з активністю КАТ в альгінатних капсулах, 
р < 0,05
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Чи зберігає температура –80°С активність вбудованих у альгінатні мікрокапсули антиоксидантних ферментів?

досліджувані нами ферменти суттєво від-
різняються за молекулярними масами та кон-
формацією (КАТ — тетрамер з чотирьох полі-
пептидних ланцюгів (250 кДа) та СОД — гомо-
димер (32,5 кДа)). Вірогідно, цей факт теж може 
пояснювати різний вплив зберігання за –80 °С 
на активність вбудованих у альгінатні мікро-
носії ферментів.

Результати дослідження заморожування 
і зберігання моноклональних антитіл пока-
зали, що їх тривале зберігання у фосфатно-
буферному розчині в замороженому стані 
за –80 °C не призводить до додаткової агре-
гації порівняно з одним циклом заморожу-
вання-відтавання [5, 8]. Це показує, що дегра-
дація білка відбувається швидше за все під 
час заморожування-відтавання, а не після три-
валого зберігання. Про порушення структури 
біооб’єктів у процесі повільного заморожу-
вання до –80 °C свідчать також висновки ро-
боти O.I. Gordiyenko та співавт. [3].

Таким чином, зберігання за температури 
–80 °С сприяло збереженню активності вбудо-
ваної у альгінатні мікрокапсули СОД, але приз-
водило до зниження активності КАТ. Слід від-
мітити, що модифікація альгінатних гідрогелів 
наночастинками лапоніту по-різному впливає 
на збереженість СОД і КАТ. Це може бути на-
слідком як безпосереднього впливу лапоніту на 
активність вбудованого ферменту, так і струк-
тури самого гідрогелю зміненої завдяки лапо-
ніту.

Для розуміння цієї різниці необхідне про-
ведення подальших порівняльних досліджень 
щодо зберігання вбудованих у альгінатні 
носії ферментів за температури –40 °C. 

Рис. 2. Вплив зберігання за температури –80°С впро-
довж 30 діб на активність супероксиддисмутази. 
1 — альгінатні  капсули, 2 — альгінатні  капсули з ла-
понітом, 3 — у буферному розчині. * — відмінності 
значущі порівняно з активністю СОД в альгінатних 
капсулах, р < 0,05
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ного як у альгінатні мікрокапсули, так і в альгі-
натні мікрокапсули, модифіковані наночас-
тинками лапоніту. Активність СОД в обох 
випадках складала близько 90 % від такої у ви-
хідному розчині (рис. 2) і перевищувала актив-
ність СОД, що зберігалася у буферному роз-
чині (86 %). 

Показано, що зберігання при –80 °С впливає 
на властивості антиоксидантних ферментів — 
каталазу і супероксиддисмутазу. Що співвідно-
ситься з даними отриманими J. Hartmann і 
F. Asch [4], які на прикладі антиоксидантних 
ферментів з тканин рису — аскорбатперокси-
дази, глутатіонредуктази та супероксиддис-
мутази, виявили різний вплив оточення, у яко-
му проводили заморожування (екстракти тка-
нин, буферні розчини), терміну зберігання 
та самої температури (–20 і –80 °С) на збере-
женість активності цих ферментів. Крім того, 
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