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ПАЛЕОХОРОЛОГИЯ SELAGINELLA SELAGINOIDES (L.) P. BEAUV. EX MART. ET SCHRANK  
И DIPHASIASTRUM ALPINUM (L.) HOLUB НА РАВНИННОЙ УКРАИНЕ В ПОЗДНЕМ ДРИАСЕ 

Приводяться данные о наличии в спорово-пыльцевых спектрах отложений позднего дриаса равнинной части Украины спор 
Selaginella selaginoides и Diphasiastrum аlpinum. В настоящее время эти два вида высших споровых растений представлены в третьем 
издании Красной книги Украины (2009) и участвуют в формировании растительности высокогорий Украинских Карпат. Установлено, 
что в позднем дриасе (стадиальное похолодание последнего климатического ритма позднеледниковья) Selaginella selaginoides и 
Diphasiastrum аlpinum входили в состав перигляциальных сообществ лесной и лесостепной зон Украины. Полученные палеопалиноло-
гические материалы позволили сделать вывод о том, что Selaginella selaginoides была распространена как на правобережной, так и 
левобережной частях этих зон. Распространение Diphasiastrum аlpinum было ограничено правобережной частью лесной и лесостеп-
ной зон Украины. Разработаны первые карты-схемы распространения Selaginella selaginoides и Diphasiastrum аlpinum на территории. 
равнинной Украины в позднем дриасе. 

Ключевые слова: палеопалинология, палеохорология, Diphasiastrum alpinum, Selaginella selaginoides, поздний дриас, Украина. 
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PALEOCHOROLOGICAL STUDIES OF SELAGINELLA SELAGINOIDES (L.) P. BEAUV. EX MART. ET SCHRANK  

AND DIPHASIASTRUM ALPINUM (L.) HOLUB IN THE YOUNGER DRYAS WITHIN PLAIN PART OF UKRAINE. 
The data on the presence of spores of Selaginella selaginoides and Diphasiastrum аlpinum in the spore-pollen spectra of Younger Dryas 

sediment within plains part of Ukraine are presented. Currently, these two species are listed in the third edition of the Red Data Book of Ukraine 
(2009) and are involved in the formation of highlands vegetation of the Ukrainian Carpathians. We found that Selaginella selaginoides and 
Diphasiastrum аlpinum were part of the periglacial community of the forest, forest-steppe and steppe zones during the Younger Dryas in Ukraine. 
Paleopalynological materials are shown that Selaginella selaginoides was distributed both on the right bank and left-bank parts of these zones. The 
occurrence of Diphasiastrum аlpinum was limited to the right-bank part of the forest and steppe zones of Ukraine. As a result of our investigation, 
the sketch maps of distribution of Selaginella selaginoides and Diphasiastrum аlpinum within the plain part of Ukraine were developed. 

Key words: paleopalynology, paleochorology, Diphasiastrum alpinum, Selaginella selaginoides, Late Dryas, Ukraine. 
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DERIVATION OF TRYPSIN-LIKE ENZYMES FROM ANTARCTIC MARINE ORGANISMS 

 
Modern biotechnology provides continuous search for alternative sources of raw materials. The aim of this work was to 

isolate and characterize trypsin-like enzymes from tissues of Antarctic marine aquatic organisms (krill, starfish, nemertines). 
Trypsin fraction was obtained by column chromatography on benzamidine-Sepharose. Proteolytic activity in the resulting 
fraction was revealed. Analysis of protein fractions was performed by disc-electrophoresis in a 10% polyacrylamide gel. The 
presence of active hydrolases with different molecular weights in the tissues of aquatic organisms was demonstrated. Protein 
bands with molecular weights below 10-14 kDa may be trypsin-like enzyme fragments that were subjected to autolysis process.  

Keywords: marine organisms, trypsin-like enzymes. 
 
Introduction. Most modern biotechnology 

developments are focused on finding a variety of 
alternative sources of raw materials for the production of 
biologically active molecules with directed action, including 
marine and aquatic organisms [1]. The development of 

methods for the preparation of biologically active 
substances in order to use them to create original effective 
pharmacological agents with the most promising and 
important properties for academic research is the main 
problem of biotechnology. Decisive factor that motivates 
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the need to find the target molecules of marine aquatic 
metabolites is the constantly rising price of new 
pharmacological agents [2], which are based on highly 
valuable biologically active substances of plant and animal 
origin. Scarcity and cost of marine aquatic organisms, 
making cost-effective production of marine biological 
resources, especially non-traditional, receiving 
pharmacological substances and creation of original 
effective biotechnological products. Great interest for 
pharmaceutical industry is active substances from 
metabolites of marine organisms – a group of 
cephalosporin antibiotics, nucleosides nereiztoksin, 
eledoizin, glycosides, angiotensin-converting enzyme 
inhibitors, and many other substances with a different 
spectrum of pharmacological action. Development of 
optimal methodological approaches for obtaining and 
testing proteins of Antarctic organisms for further 
implementation of these proteins in practical biotechnology 
is the main interest of this study. 

Object and research methods. Antarctic marine 
aquatic – krill (Euphasia Superba), starfish (Odontaster 
validus) and nemertine (Parborlasia corrugata) were used 
as an test objects. Animal tissues were homogenized in 

liquid nitrogen, followed by addition of the extraction buffer 
– 0,1 M Na-phosphate buffer containing 0.15 M NaCl and 
0,15 mM (ethylenediaminetetraacetic acid) (EDTA), pH 
7.4.) and were separated by centrifugation at 10,000 g at 
4º C for 20 min. Supernatant was decanted and lyophilized 
for storage optimization. Lyophilized samples were 
dissolved in distilled water and precipitation of the proteins 
was performed using trichloroacetic acid (25%). 
Identification of potential trypsin-like protein fraction was 
performed by disc-electrophoresis in a 10% polyacrylamide 
gel with sodium dodecyl sulfate [3]. Trypsin fraction was 
obtained by column chromatography on benzamidine–
Sepharose [4]. In order to separate solutions of proteins from 
non-protein fraction gel filtration chromatography using a 
Sephadex G-25 was performed [5]. Identification of trypsin-
like protein fractions after chromatographic separation was 
performed by disc-electrophoresis in a 10% polyacrylamide 
gel with sodium dodecyl sulfate. Proteolytic activity of the 
studied fractions were determined using as substrate 4% 
solution of casein in 0.05 M phosphate buferі, pH 7.4. 

Results and discussion. Analysis of total protein 
composition of organisms was performed by disc-
electrophoresis polyacrylamide gel. 

 

 
 

Fig.1 Results of electrophoretic separation of samples of hydrobionts  
1,2 – nemertines; 3,4 – krill; 5,6 – starfish; 7 – molecular weight markers 

 
Electrophoretic analysis revealed the presence of 

proteins with a molecular weight from 3 to 126 kDa in 
tissues of marine animal. These results may indicate the 
presence of variety of enzymes, including trypsin-like 
enzymes in animal tissues. In order to analyze the amount 
of trypsin-like enzymes in the samples, we performed 
chromatographic separation by chromatography on 
benzamidine-Sepharose. The lyophilized material was 
dissolved in 2 ml of distilled water and transferred into a 
50 mM Na-phosphate buffer, pH 7.4 using Sephadex G 25. 
Fraction was applied to 2 ml Sephadex G 25 equilibrated 
with 50 mM Na-phosphate buffer, pH 7.4 at 10 ml/min. 
Protein fractions separation and change of conductivity 
was monitored using an UV and conductivity sensors. 
Column with benzamidine-Sepharose was equilibrated with 
20 mM Tris-HCl buffer, pH 8.0. Protein fraction was applied 
on the column in a volume of 5 ml with an application rate 
of 0.5 ml/min. Non-specifically bound proteins were 
washed out with a standard buffer and trypsin-like enzymes 
were eluted with 50 mM glycine-HCl buffer, pH 3.0. The 
speed of all stages of the chromatographic separation was 
0.5 ml/min. Changes in absorbance were fixed using a UV 
sensor at a wavelength of 280 nm. 

Figure 2 shows the chromatogram of isolation of 
trypsin-like enzymes. The fraction of non-specifically bound 

proteins (3) and trypsin enzyme fraction (2) were collected, 
protein concentration was measured using the Bradford 
method [6]. The test fractions were transferred to 20 mM 
Tris-HCl buffer, pH 8.0 using Sephadex G-25, immediately 
before the measurement of activity. 

 Measurement of protein content in fraction 2 gave the 
following result: Euphausia superba – 2,9 ± 0,3 mg/g 
sample, Parborlasia corrugatus – 1,7 ± 0,1 mg/g sample, 
Odontaster validus – 0,8 ± 0,3 mg/g. sample. Analysis 
showed the presence of trypsin-like activity in the fraction 
№2 and the complete absence of this activity in fractions 
№1 and №3. Measurement of trypsin-like activity showed 
results: krill – 4,1 ±04 c.u./ g sample, nemertines – 2,8 ± 
0,3 c.u/g sample, starfish 1,8 ± 0,3 c.u/g sample. 

Serine proteases are enzymes that cleave peptide 
bonds in proteins, in which serine serves as the 
nucleophilic amino acid at the active site. Trypsin-like 
serine proteases cleave peptide bonds following a 
positively charged amino acid (lysine or arginine) [7].  

For more information about qualitative composition of 
trypsin-like enzyme fractions in the test samples, 
electrophoretic separation of the fraction №2 was 
performed using disc-electrophoresis in polyacrylamide gel 
with the addition of sodium dodecyl sulfate. 
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Fig.2 – Chromatogram of separation of samples protein fractions on a column of benzamidine-Sepharose  

(A – nemertines – Parborlasia corrugatus; B – starfish – Odontaster validus; V – krill – Euphausia superba):  
1 – not related stuff; 2 fraction of trypsin-like enzymes; 3 – fraction which was eluted with 1M NaCl 
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Fig.3. Electrophoregram of separation of trypsin-like fraction obtained from nemertines (A),  

krill (B) starfish (C) after chromatography on benzamidine-Sepharose:  
1 – molecular weight markers (96, 67, 43, 30, 20, 14 kDa) 2 – fraction of trypsin enzymes 

 
As it's indicated in Figure 3, nine bands with different 

molecular weight were present in trypsin-like enzyme 
fraction. Protein bands with molecular weight below 10-14 
kDa fragments may be trypsin-like enzymes that were 
subjected to autolysis. 

Conclusions. These findings suggest that 
development of optimal methodological approaches for 
obtaining and testing trypsin-like enzymes of Antarctic 
organisms might be used for the creation of potential 
biotechnological substances which can be used in modern 
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medical industry in order to create a new generation of 
pharmacological agents.  
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ОТРИМАННЯ ФРАКЦІЇ ТРИПСИНОПОДІБНИХ ФЕРМЕНТІВ  

З АНТАРКТИЧНИХ МОРСЬКИХ ОРГАНІЗМІВ 
Сучасна біотехнологія потребує постійного пошуку альтернативних джерел сировини. Мета проведеної роботи – виділити та 

охарактеризувати трипсиноподібні ферменти морських антарктичних гідробіонтів (кріль, морська зірка, немертина). Ідентифікацію 
трипсиноподібних ферментів проводили методом диск-електрофорезу в 10% поліакриламідному гелі. Фракцію трипсиноподібних фе-
рментів отримували шляхом афінної хроматографії на колонці з бензамідин-сефарозою. Показано присутність у тканинах досліджу-
ваних гідробіонтів активних гідролаз з різними молекулярними масами. Білкові смуги з молекулярною масою нижче 10-14 кДа можуть 
бути фрагментами трипсиноподібних ферментів, які зазнали процесу автолізу. 

Ключові слова: морські організми, трипсиноподібні ферменти. 
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ПОЛУЧЕНИЕ ФРАКЦИИ ТРИПСИНОПОДОБНЫХ ФЕРМЕНТОВ  

ИЗ АНТАРКТИЧЕСКИХ МОРСКИХ ОРГАНИЗМОВ 
Современная биотехнология требует постоянного поиска альтернативных источников сырья. Цель проведенной работы – вы-

делить и охарактеризовать трипсиноподобные ферменты морских антарктических гидробионтов (криль, морская звезда, немерти-
на). Идентификацию трипсиноподобных ферментов проводили методом диск-электрофореза в 10% полиакриламидном геле. Фракцию 
трипсиноподобных ферментов получали путем аффинной хроматографии на колонке с бензамидин-сефарозой. Показано присутст-
вие в тканях исследуемых гидробионтов активных гидролаз с различными молекулярными массами. Белковые полосы с молекуляр-
ной массой ниже 10-14 кДа могут быть фрагментами трипсиноподобных ферментов, которые подверглись процессу автолиза. 

Ключевые слова: морские организмы, трипсиноподобные ферменты. 
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АНТИОКСИДАНТНІ ВЛАСТИВОСТІ НАДЗЕМНОЇ ЧАСТИНИ 

ІНТРОДУЦЕНТІВ РОДУ ISODON (SCHRAD. EX BENTH.) SPACH 
 
 Визначено сумарну антиоксидантну активність надземної частини рослин Isodon japonicus (Burman) H. Hara та 

I. japonicus (N. Z. Burm) Hara var. glaucocalyx (Maxim.) H. W. Li, інтродукованих в Національному ботанічному саду 
ім. М.М. Гришка НАН України (Правобережний Лісостеп). Використано спектрофотометричний метод зі спиртовим 
розчином радикалу DPPH. Досліджено зразки сировини інтродуцентів, екстраговані водою, метанолом, етанолом. 
Найвищу антиоксидантну активність рослин отримано в метанолі 82-83%. Відмічено, що фаза розвитку рослин не 
мала кардинального впливу на отриманий результат. Встановлено високу загальну антиоксидантну активність 
представників роду Isodon, інтродукованих в Україні. Отримані результати дозволяють розглядати їх як потенційне 
джерело сировини для створення продукції зі спрямованою антиоксидантною дією. 

Ключові слова: інтродуценти, Isodon, антиоксидантна активність, DPPH-метод. 
 

Вступ. Збереження рослинного біорізноманіття (ви-
дового, генетичного, екологічного) та його раціональне 
використання і надалі не втрачає своєї актуальності, а 
навпаки, постає на часі гостріше. Суттєво зменшити 
навантаження на природні популяції рослин, які екс-
плуатуються людиною, дозволяє інтродукційна робота. 
В останні 10-15 років відмічається тенденція пошуку та 
використання рослин, які вирізняються поліфункціона-
льними властивостями. Це спонукає в інтродукційних 
дослідженнях до одночасного багатовекторного ви-
вчення окремо взятого виду рослин, до виявлення та 
оцінки сукупних господарсько-цінних ознак. Сьогодні 
одним із трендових напрямків у дослідженні корисних 
властивостей рослин є встановлення їх позитивної дії 
на організм людини, зокрема антиоксидантної активно-
сті. Адже згідно останніх даних ВОЗ близько 80% насе-
лення планети, як і раніше, спирається на використання 

лікарських засобів рослинного походження [1]. Іншим, 
не менш важливим аспектом у дослідженнях є те, що 
на думку вчених активність антиоксидантної системи 
рослин може використовуватися для оцінки ступеню їх 
стресу і адаптації до несприятливих умов зростання [2]. 

Цікавим об'єктом в цьому розрізі постає рід Isodon 
(Schrad. ex Benth.) Spach родини Lamiaceae Lindley. На 
сьогодні в межах роду Isodon нараховують 117 видових і 
внутрішньовидових таксонів, які поширені переважно в 
тропічній і субтропічній Азії з центром різноманіття в пів-
денно-західному Китаї та 2 види – в тропічній Африці. 
Види даного роду достатньо рідко представлені в бота-
нічних колекціях Європи, практично невідомі в Україні. 
Однак вони мають тривалу історію використання в краї-
нах Азії, насамперед в якості рослин-цілителів: сировина 
окремих видів активно використовується в народній ме-
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