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Изучены способы связывания антибактери-
альных препаратов с поверхностью целлюлозы 
без применения окислителей для предотвраще-
ния возникновения раневой инфекции. Исследо-
вана иммобилизация гентамицина в комплексе 
частично денатурированного альбумина в соста-
ве с бактериальной целлюлозой. Исследование 
проводили на образцах целлюлозы, синтезируе-
мой Gluconacetobacter hansenii. В качестве свя-
зующего компонента использован альбумин. Им 
пропитывали образцы целлюлозы, которые за-
тем подвергали денатурации. При помощи ПЦР 
амплификатора CFX (BioRad) подбирали опти-
мальную температуру денатурации. Оценку эф-
фективности иммобилизации альбумина в толще 
целлюлозы проводили путем его окрашивания 
люминисцентным красителем SYPRO® Ruby 
Protein Gel Stain с последующей детекцией при 
помощи трансиллюминатора. В качестве конт-
роля использовали бактериальную целлюлозу, 
пропитанную неденатурированным альбуми-
ном. Иммобилизация альбумина в составе бак-
териальной целлюлозы отмечена при темпера-
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Methods of binding antibacterial drugs to the 
surface of cellulose without the use of oxidizing 
agents to prevent the occurrence of wound infections 
have been studied. The immobilization of gentamicin 
in the complex of partially denatured albumin in 
the composition with bacterial cellulose has been 
analyzed. The study was carried out on samples 
of cellulose synthesized by Gluconacetobacter 
hansenii. Albumin served as a binding agent, which 
was used to impregnate cellulose samples, which 
were then denatured. Using PCR amplifi cation CFX 
(BioRad), the optimal denaturation temperature was 
selected. The effectiveness of the immobilization 
of albumin in the thickness of the cellulose was 
assessed by staining it with the luminescent dye 
SYPRO® Ruby Protein Gel Stain, followed by 
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туре 65–95 оС. Антибактериальную активность 
комплекса «целлюлоза + альбумин + гентами-
цин» оценивали с использованием тест-штамма 
бактерий Staphylococcus aureus ATCC 25923. Уг-
нетение роста тест-штамма бактерий наблюда-
ли во всех тестах с бактериальной целлюлозой с 
комплексом частично денатурированного альбу-
мина и гентамицина. В контрольных образцах, 
в которых гентамицин не был иммобилизирован 
в составе частично денатурированного альбуми-
на, зоны задержек роста Staphylococcus aureus 
ATCC 25923 не отмечены. Сделан вывод о том, 
что путем частичной денатурации альбумина 
возможно проводить задержку антибактериаль-
ных препаратов в толще бактериальной целлю-
лозы для дальнейшего их высвобождения. Пред-
ложен новый вариант материала, пригодного 
для изготовления имплантов, повязок на основе 
геля бактериальной целлюлозы с антибактери-
альными свойствами. Повязки на основе ком-
позита бактериальной целлюлозы, альбумина и 
гентамицина наиболее актуальны для лечения 
ожогов. Наличие гентамицина в их составе так-
же актуально для профилактики бактериальных 
инфекций.

Ключевые слова: бактериальная целлюлоза, 
биопленки, антибиотики, иммобилизация анти-
биотиков, альбумин, денатурация

transilluminator detection. Bacterial cellulose 
impregnated with undenatured albumin was used 
as a control. Albumin immobilization in bacterial 
cellulose was observed at temperatures of 65–
95 °C. The antibacterial activity of the complex 
“cellulose + albumin + gentamicin” was evaluated 
using a test strain of bacteria Staphylococcus aureus 
ATCC 25923. The growth inhibition of the test strain 
of bacteria was observed in all tests with bacterial 
cellulose in combination with partially denatured 
albumin and gentamicin. In control samples, in 
which gentamicin was not immobilized as part of 
partially denatured albumin, growth inhibition zones 
of Staphylococcus aureus ATCC 25923 were not 
noted. It was concluded that by partial denaturation 
of albumin it is possible to delay antibacterial drugs 
in the thickness of bacterial cellulose for their further 
release. A new version of the material suitable for 
the production of implants and bandages based on 
bacterial cellulose gel with antibacterial properties 
is proposed. Dressings based on a composite of 
bacterial cellulose, albumin and gentamicin are most 
relevant for the treatment of burns. The presence of 
gentamicin in their composition is also relevant for 
the prevention of bacterial infections.

Keywords: bacterial cellulose, biofi lms, 
antibiotics, immobilization of antibiotics, albumin, 
denaturation

ВВЕДЕНИЕ

Бактерии многих родов синтезируют бак-
териальную целлюлозу. К ее особенностям 
можно отнести прочность и пористость в 
совокупности с эластичностью; схожесть 
бактериальной целлюлозы с клетками и тка-
нями живого организма, а следовательно, 
биологическую совместимость. Бактериаль-
ная целлюлоза не вызывает аллергических 
реакций и не отторгается организмом [1–5]. 
Целлюлозу, синтезируемую бактериями, 
применяют во многих областях – медицине, 
ветеринарии и биотехнологиях. Для задач 
биомедицины бактериальную целлюлозу 
используют во влажном состоянии, в кото-
ром она напоминает гель, а по механичес-
ким свойствам – мягкие ткани живых орга-
низмов1 [6–9].

Бактериальную целлюлозу применяют в 
качестве кровоостанавливающих средств, 
для протезирования кровеносных сосудов, 
лечения ожогов, пролежней и травм различ-
ного происхождения. Существует опасность 
возникновения раневой инфекции, например 
при размножении бактерий ее на поверхнос-
ти. В связи с этим проводят исследования по 
разработке бактериальной целлюлозы, обла-
дающей антибактериальными свойствами 
[10–12].

В настоящее время существуют различ-
ные методы связывания лекарственных 
препаратов с поверхностью бактериальной 
целлюлозы, например с применением раз-
личных окислителей, таких как перекись 
водорода, перманганат натрия, оксид азота, 
перийодат натрия и др. Многие окислители 

1Константинов К.Н., Пестов Н.А. ТЕМПО-окисление бактериальной целлюлозы // Материалы XXI науч.-практ. 
конф. молодых ученых, аспирантов и студентов. М., 2017. С. 12–16.
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вызывают деструкцию бактериальной цел-
люлозы, нарушая ее важные свойства. Ра-
нее мы занимались изысканиями способов 
связывания антибактериальных препаратов 
с поверхностью целлюлозы без применения 
окислителей [6, 13, 14].

Цель исследования – изучить иммобили-
зацию гентамицина в комплексе частично 
денатурированного альбумина в составе с 
бактериальной целлюлозой.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Объектом исследования стала бактери-
альная целлюлоза, синтезируемая бактерия-
ми Gluconacetobacter hansenii. Эксперимент 
проводили следующим образом: кусочки 
бактериальной целлюлозы 0,5 × 0,5 см по-
местили в 24-луночный микропланшет, в 
каждую лунку внесли по 100 мкл 10%-го 
альбумина. Пропитывали целлюлозу в те-
чение суток. Затем проводили денатурацию 
альбумина в течение часа в восьми темпе-
ратурных диапазонах: 65; 65,7; 67; 69; 71,4; 
73;4, 74,5; 75 °C.

Для этого использовали ПЦР амплифика-
тор CFX (BioRad) в режиме температурно-
го градиента. К образцам добавили раствор 
гентамицина (40 мг/мл) и инкубировали 
24 ч. Все квадраты отмывали от неиммоби-
лизированного гентамицина и альбумина 
физиологическим раствором трехкратно по 

30 мин. В качестве контроля использована 
целлюлоза, подготовленная аналогичным 
методом, не прошедшая этапы денатурации.

Для того чтобы оценить эффективность 
иммобилизации альбумина, кусочки цел-
люлозы окрасили с помощью SYPRO® 
Ruby Protei Gel Stain. Краситель удаляли 
через 20 мин и проводили детекцию с помо-
щью трансиллюминатора.

Антибактериальная активность коньюга-
та целлюлозы с антибиотиком исследована 
по способности подавлять рост тест-штамма 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 на Эуго-
ник агаре. Кусочки целлюлозы помещали в 
чашки Петри, которые инкубировали в тер-
мостате при 37 оС в течение 24 ч.

В качестве контроля использовали цел-
люлозу, приготовленную по аналогичной 
методике, альбумин которой не подвергали 
денатурации.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При помощи трансиллюминатора прово-
дили детекцию исследуемых образцов сов-
местно с контрольными (см. рисунок). Бла-
годаря флюоресцентному интеркалирующе-
му красителю, специфически связывающе-
муся с белками, наблюдали флюоресценцию 
квадратов бактериальной целлюлозы 1–4-го 
рядов. Данные образцы целлюлозы содержа-
ли частично денатурированный альбумин.

Снимок кусочков бактериальной целлюлозы с альбумином, частично денатурированным в гради-
енте температур 65–70 °С (осуществлен с помощью трансиллюминатора, окраска SYPRO® Ruby 
Protein Gel Stain)
Snapshot of pieces of bacterial cellulose with albumin partially denatured in a temperature gradient of 
65–70 °C (carried out using a transilluminator stained with SYPRO® Ruby Protein Gel Stain)
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В рядах 5 и 6, являвшимися контрольны-
ми, также отмечали свечение, но его интен-
сивность была меньше, чем у эксперимен-
тальных образцов из рядов 1–4. Это указы-
вает на то, что в толще целлюлозы контроль-
ной группы задержалось небольшое коли-
чество альбумина. Нижние ряды образцов 
целлюлозы содержали неденатурированный 
альбумин. Низкий уровень флуоресценции 
свидетельствует об удалении неденатуриро-
ванного альбумина в процессе отмывки. 

Таким образом, флюоресценция образцов 
целлюлозы с частично денатурированным 
альбумином свидетельствует о большем ко-
личестве альбумина, иммобилизированном 
в геле бактериальной целлюлозы. Явной 
зависимости между температурой, при ко-
торой проводили денатурацию, и степенью 
светимости не выявлено.

При исследовании антибактериальной 
активности коньюгата целлюлозы с антиби-
отиком по способности подавлять рост тест-
штамма Staphylococcus saureus ATCC 25923 
на Эугоник агаре по прошествии 24 ч отме-
чены зоны задержек роста (см. таблицу).

Можно сделать вывод, что при частичной 
денатурации альбумин иммобилизируется в 
геле бактериальной целлюлозы, происходит 
обратимое депонирование гентамицина. В 
дальнейшем после отмывки его высвобож-
дения не происходит.

Благодаря денатурации, альбумин ут-
рачивает способность к диффузии в геле 

бактериальной целлюлозы и способность 
высвобождаться за ее пределы при отмыв-
ке. Способность альбумина связывать гента-
мицин свидетельствут о том, что денатура-
ция является частичной и в составе молекул 
альбумина сохраняются сайты связывания 
гентамицина. Иммобилизация гентамицина 
происходит не за счет ковалентного связыва-
ния, поэтому в опыте с культурой стафило-
кокка наблюдали процесс диффузии антиби-
отика в питательную среду и формирование 
зон задержки роста. 

Зависимости между температурой дена-
турации и зонами задержек роста бактерий 
стафилококка не выявлено. Из этого факта 
следует, что сайты связывания гентамицина 
не подвергаются температурной денатура-
ции в изученном диапазоне температур и не 
входят в состав участков молекулы, которые 
участвуют в процессе агрегации белковых 
молекул. Термолабильные участки белковой 
молекулы альбумина под действием темпе-
ратуры обнажают неполярные аминокис-
лотные остатки белковой цепи, что обеспе-
чивает агрегацию молекул альбумина. Аг-
регированные молекулы альбумина имеют 
более крупные размеры, что препятствует 
их высвобождению через поры геля бакте-
риальной целлюлозы. 

Подавления роста тест-штамма S. аureus 
ATCC 25923 в чашках Петри, в которых были 
расположены контрольные образцы, не на-
блюдали. Можно сделать вывод, что гента-
мицин в геле бактериальной целлюлозы не 
задерживается в значимых количествах.

Предложен новый вариант материала, 
пригодного для изготовления имплантов, 
повязок на основе геля бактериальной цел-
люлозы с антибактериальными свойствами. 
Для имплантов создание депо гентамицина 
имеет значение для профилактики ранних 
послеоперационных осложнений в виде хи-
рургических инфекций. По мере заживления 
хирургической раны риск попадания инфек-
ционных агентов исчезает и необходимость 
в гентамицине отпадает. Повязки на основе 
композита бактериальной целлюлозы, аль-
бумина и гентамицина наиболее актуальны 
для лечения ожогов, наличие гентамицина в 
их составе также актуально для профилак-

Средние значения зон задержек роста бактерий 
S. aureus (M ± SE)
The average values of growth inhibition zones 
of bacteria S. aureus (M ± SE)

№
п/п

Температу-
ра, °C

Средние значения зон 
задержек роста, мм

1 65,0 4,8 ± 0,4
2 65,7 4,3 ± 0,3
3 67,0 5,5 ± 0,3
4 69,0 6,3 ± 0,2
5 71,4 6,5 ± 0,5
6 73,4   6,0 ± 0,03
7 74,5 6,8 ± 0,2
8 75,0   6,0 ± 0,06
Интактный 
контроль Задержки роста нет
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тики бактериальных инфекций. Регулярная 
смена повязок в данной ситуации позволяет 
обеспечить поддержание бактериостатичес-
кой концентрации гентамицина в зоне пов-
реждения в течение всего курса лечения.  

Изготовление композита бактериальной 
целлюлозы с альбумином с использовани-
ем метода температурной денатурации дает 
возможность сохранить сайты связывания 
гентамицина и обеспечить депонирование 
данного антибиотика. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Пропитывание бактериальной целлюло-
зы альбумином с последующей его темпера-
турной денатурацией в диапазоне 65–95 оС 
обеспечивает иммобилизацию гентамицина. 
Угнетение роста бактерий S. aureus ATCC 
25923 на Эугоник агаре свидетельствует о 
высвобождении гентамицина из компози-
та бактериальной целлюлозы с термодена-
турированным альбумином. Это позволяет 
рассматривать композиты бактериальной 
целлюлозы с альбумином и гентамицином 
не только в качестве материала с антибакте-
риальными свойствами, но и депо этих ан-
тибиотиков.
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