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НОВІ ПОЛІМЕРНІ МАТЕРІАЛИ КОМПЛЕКСНОЇ 
ПРОТЕОЛІТИЧНОЇ ДІЇ

І.І. Романовська, О.А. Рижак, С.С. Декіна, 
Ю.А. Шестеренко, Є.А. Шестеренко

Протеолітичні ензими (трипсин, колагеназа, папаїн та ін.) використо-
вуються як високоефективні терапевтичні засоби медичного призначення, 
зокрема для терапії ранових ушкоджень шкіри. Перспективним є застосу-
вання мікробних ензимів, що розщеплюють нерозчинні білки: фібрин і ко-
лаген, тобто мають специфічні види протеолітичної активності [1].

Серратіопептидаза (КФ 3.4.24.40) (продуцент Serratia sp. E15) завдя-
ки вираженій протинабряковій, протизапальній дії є активним протеолі-
тичним ензимом, який використовують у медичній практиці [2, 3]. Недо-
ліки, пов’язані з високою вартістю вільних ензимів, процесами автолізу і 
впливом рН ранового вмісту, що інактивує дію ферментів, мінімізуються 
шляхом іммобілізації в полімерні матриці. Актуальні наукові досліджен-
ня в цьому напрямі сприяють розробленню перспективних протиранових 
і протиопікових засобів різних лікарських форм (мазі, гелі, плівки, губки, 
текстильні матеріали) [4, 5].

Застосування серратіопептидази в медицині обмежено більшою мірою 
її пероральним введенням, тоді як препарати топічного способу введення 
практично відсутні [2]. У зв’язку з вищевикладеним, серратіопептидаза є 
актуальним об’єктом наукових досліджень для створення біоактивних по-
лімерних матеріалів місцевого застосування.

Метою роботи є розроблення нових біосумісних полімерних матеріалів 
комплексної протеолітичної дії з серратіопептидазою у вигляді марлевих сер-
веток та гелів, дослідження їх біохімічних і фізико-хімічних властивостей.

Методи експерименту
У дослідженні використовували серратіопептидазу, отриману з табле-

ток СЕРРАТА®. Процес очищення ензиму включав такі стадії: подрібнен-
ня таблеток; екстрагування ензиму охолодженою дистильованою водою; 
цент рифугування суспензії протягом 30 хв (10 000 g, 0 °С) для відділення 
супернатанту від осаду; діаліз проти дистильованої води при 0 °С протягом 
доби (мембрана «Діацел» з діаметром пор 200—400 мкм).
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Визначення білково-фракційного складу препарату серратіопептида-
зи проводили методом SDS-електрофорезу в 15  % поліакриламідному гелі 
(ПААГ) [6,  7] із застосуванням електрофоретичного обладнання Cleaver 
Scientifi c (PowerPRO 3AMP Power Supply). Використовували маркерні білки 
з діапазоном М.м. 6 500—180 000 Да, Sigma-Aldrich; молекулярну масу ен-
зиму визначали згідно з методикою, наведеною у [8].

Вміст загального протеїну визначали методом Лоурі в модифікації Хар-
трі [9], казеїнолітичну активність — методом Ансона в модифікації Петро-
вої [10], фібринолітичну активність — методом Masada [11], колагенолітич-
ну активність — згідно з методикою, наведеною в роботі [12]. Одиниця ка-
зеїнолітичної активності еквівалентна 1 мкмолю тирозину, що утворюється 
внаслідок гідролізу казеїну за 1 хв при 37 °С. За одиницю фібринолітичної 
активності приймали таку кількість ензиму, яка збільшує оптичну густи-
ну реакційної суміші продуктів розщеплення фібрину на 0,01 од. за 1 хв. 
Одиниця колагенолітичної активності еквівалентна 1 мкмолю L-лейцину, 
вивільненого з колагену за 1 хв гідролізу при 37 °С.

Дослідження впливу рН реакційного середовища на активність ензиму 
проводили при 37  °С в інтервалі рН від 4,0 до 11,0 у буферних розчинах 
(0,05 М ацетатний буфер 4,0—7,0; 0,1 M Трис-HCl рН 7,0—9,0; 0,1 M глі-
циновий буфер рН 9,0—11,0) з використанням гемоглобіну як субстрату. 
Вплив температури реакційного середовища на активність серратіопепти-
дази вивчали в інтервалі температур від 20 до 65 °С при рН 9,5 (субстрат — 
казеїн за Гаммерстейном). Термостабільність вільного й іммобілізованого 
ензиму визначали інкубацією рівних за активністю проб досліджуваних 
препаратів за температури 50  °С протягом 60  хв. Константи термоінак-
тивації розраховували як тангенс кута нахилу прямої графіка залежності 
десяткового логарифма величини залишкової активності від часу методом 
лінійної регресії.

Для іммобілізації серратіопептидази використовували комплексні по-
лімерні матриці полівініловий спирт (ПВС)/альгінат натрію і ПВС/хітозан, 
які готували змішуванням 2 % водного розчину альгінату натрію і 20 % вод-
ного розчину ПВС в об’ємному співвідношенні 1:2 або 2 % хітозану, роз-
чиненого в 1,5 % оцтовій кислоті і 20 % водного розчину ПВС в об’ємному 
співвідношенні 1,5:1. Після чого вводили розраховану кількість ензиму в 
діапазоні масових відношень матриця: пептидаза 1:0,001—0,005; для поліп-
шення пластичних властивостей додавали гліцерин, перемішували. Отри-
маною сумішшю просочували перев’язувальний матеріал (бинт марлевий 
медичний, виробник — ТОВ «Аріадна», розмір пов’язок — 10 × 10 см). Ви-
сушували за кімнатної температури протягом 2 діб, пакували в герметичні 
поліетиленові пакети і зберігали при 0—4 °С.

Включення серратіопептидази в гель натрієвої солі карбоксиметилцелю-
лози (Na-КМЦ) здійснювали згідно з методикою, наведеною в роботі [13].
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Віскозиметричні характеристики водних розчинів ензиму з ПВС, аль-
гінатом натрія, Na-КМЦ та хітозаном досліджували, вимірюючи в’язкість 
віскозиметром Оствальда. Характеристичну в’язкість визначали згідно з 
методикою [14]. УФ-спектри отримували за температури 25 °С з викорис-
танням спектрофотометра Cary 60 Agilent. Загальну протеолітичну актив-
ність ензиму в іммобілізованих препаратах вивчали впродовж 6 місяців.

Кінетику гідролізу казеїну в присутності вільної та іммобілізованих 
форм серратіопептидази досліджували в межах висхідної гілки залежнос-
ті початкової швидкості реакції від концентрації субстрату, лінеаризуючи 
отримані дані методом Хейнса [15]. Константу інгібування субстратом Кis 
визначали, використовуючи графік залежності 1/V від [S] [15]. Статистич-
ну обробку результатів проводили в програмі Statistica, використовуючи 
t-критерій Стьюдента, результати вважали достовірними при кількості по-
вторень n = 5 і Р< 0,05.

Іммобілізовані форми серратіопептидази:
біохімічні та фізико-хімічні властивості

Широка субстратна специфічність, нетоксичність та наявність реє-
страції препаратів серратіопептидази в Україні зумовлюють доцільність 
створення нових полімерних матеріалів з комплексною протеолітичною 
активністю, перспективних для медичного застосування, в тому числі в те-
рапії ран та опіків. 

Аналіз білково-фракційного складу виділеного ензиму показав його 
гомогенність (рис. 1); молекулярна маса становить 45 ± 4 кДа, що відповідає 
наведеним у літературі даним [16].

Вивчення біохімічних властивостей ензиму підтвердило наявність за-
гальної протеолітичної, фібринолітичної та колагенолітичної активнос-
тей (табл. 1). 

Для іммобілізації серратіопептидази було обрано полімери природного і 
синтетичного походження, що застосовуються в медицині, та їх композиції.

Включення ензимів в альгінат натрію привертає увагу через біосуміс-
ність, термостійкість, пористість гелю та економічність полімеру [17]. Хіто-
зан — полімер з антимікробною, кровоспинною дією, що дозволяє значно 
скоротити строки лікування і зумовлює перспективність його викорис-
тання в репаративній медицині. Однак безпосередньо носії мають погані 
плівкоутворювальні властивості та низьку пластичність. Тому як матриці 
для створення біоактивних полімерних матеріалів перспективним є вико-
ристання їх суміші з ПВС [18—21].

Na-карбо кси ме тил целюлоза — один з головних компонентів  адгезивно-
по гли наль  них систем при лікуванні ран; використовується для видалення 
ранового вмісту, ексудатів та ін. Зв’язуючи властивості Na-КМЦ викорис-
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Т а б л и ц я 1
Біохімічні характеристики серратіопептидази

Властивості серратіопептидази Показник, (M ± m)

Вміст білка, мг/см3     1,4 ± 0,1 (*P < 0,05)
Протеолітична активність, од/мг білка за хв   19,2 ± 0,9 (*P < 0,05)
Колагенолітична активність, нмоль лейцину/ 
мг білка за хв 117,5 ± 0,1 (*P < 0,05)
Фібринолітична активність, од/мг білка за хв    7,1 ± 0,3 (*P < 0,05)

* При n = 5.

товують у виробництві ліків з модифікованою кі-
нетикою вивільнення діючих речовин [22—24]. На 
світовому фармацевтичному ринку представлено 
низку препаратів для терапії ран у вигляді гелів на 
основі Na-КМЦ (Convatec®, Intrasite Gel®, Granugel®, 
Hydromed gel®).

Нами досліджено масові співвідношення поліме-
рів для розроблення біоактивних матеріалів протео-
літичної дії: ПВС/альгінат натрію (5:1), ПВС/хітозан 
(7:1); отримано гель Na-КМЦ (3  %) з іммобілізова-
ним ензимом [25]. Збереження загальної протеолітичної активності серратіо-
пептидази після включення у ПВС/альгінат натрію, ПВС/хітозан та Na-КМЦ 
становило 88; 49 та 80 % відповідно. Значне зниження активності ензиму, ім-
мобілізованого в ПВС/хітозан, свідчить про недоцільність використання цієї 
матриці для подальшого вивчення.

Для дослідження взаємодії серратіопептидази з обраними полімера-
ми вивчено реологічні та оптичні характеристики сумішей. Встановлено 
зменшення характеристичної в’язкості розчинів полімерів на 47 і 23 % для 
альгінату натрію та Na-КМЦ відповідно, що спостерігається при додаванні 
серратіопептидази і може свідчити, як показано в роботі [26], про утворен-
ня асоціатів білок—полімер. 

Використання УФ-спектроскопії також підтвердило взаємодію ензиму 
з полімерними носіями: в їх присутності спостерігалося зменшення оптич-
ної густини розчину ензиму (гіпохромний ефект) (рис. 2а, б). Слід зазначи-

Рис 1. Електрофореграма серратіопептидази (SDS-
електрофорез): 1 — маркери: лізоцим (14,3 кДа), карбоангі-
драза (29,0 кДа), алкогольдегідрогеназа (39,8 кДа), каталаза 
(58,1 кДа), фосфорилаза В (97,0 кДа); 2 — серратіопепти-

даза (45,0 ± 4 кДа)
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ти, що значення λmax (280 нм) не змінювалося, тобто конформаційні зміни є 
незначними і не порушують природну структуру серратіопептидази.

Для створення потенційних протиранових пов’язок з комплексною 
протеолітичною дією провели імпрегнацію отриманою композицією ПВС/
альгінат натрію/ензим перев’язувального матеріалу. 

Відомо, що закріплення полімерних матеріалів з протеолітичними ен-
зи мами тваринного походження на перев’язувальних матеріалах надає пре-
парату міцність, пластичність, здатність додатково адсорбувати ра но вий 
ексудат (Мультиферм (ТУ 9393-025-05824192-2006), «Пам-ТЛ» (ТУ 9393-
012-05824192-2003), «Протеокс-Т» (ТУ 9393-011-05824192-2003), «Про-
теокс-ТМ» (ТУ 9393-010-05824192-2003)) [27].

Раніше нами було показано перевагу використання двошарової мар-
лі порівняно з одношаровою, що дозволило нанести на пов’язки більшу 
кількість полімерної суміші з ензимом і тим самим поліпшити властивості 
отриманих покриттів [28]. Тому було проведено закріплення композиції 
ПВС/альгінат натрію/ензим на двошарових марлевих пов’язках.

На рис. 3 показано протеолітичні активності вільної та іммобілізова-
них форм ензиму. Як можна бачити, спостерігається високе збереження 
загальної та специфічних видів активності серратіопептидази після іммо-
білізації в полімерні матриці (в діапазоні 78—92 %). 

У результаті дослідження фізико-хімічних характеристик отриманих 
іммобілізованих продуктів за загальною протеолітичною активністю, по-
казано відсутність суттєвих відмінностей у рН-профілі активності вільної 

Рис 2. Електронні спектри поглинання водних розчинів вільної та включеної в альгінат 
натрію (а) і Na-КМЦ (б) серратіопептидази
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та іммобілізованої серратіопептидази (рН-оптимум вільного та іммобілізо-
ваних ензимів дорівнює рН 9,5) (рис. 4а). Дослідження залежності загаль-
ної протеолітичної активності зазначених препаратів від температури по-
казало відсутність змін термооптимумів їх активності, але спостерігалося 
розширення термопрофіля іммобілізованої на марлі за допомогою ПВС/
альгінат натрію пептидази в область підвищених температур (рис. 4б).

Рис. 3. Протеолітичні активності вільної та стабілізованих полімера-
ми форм серратіопептидази (питомі активності вільного ензиму на-

ведено в табл. 1)

Рис. 4. Вплив рН (а) і температури (б) інкубаційного середовища на загальну протеолі-
тичну активність вільної та вивільненої з полімерних матриць серратіопептидази



194

РОЗДІЛ 3. Нові полімерні матеріали різного функціонального призначення

При вивченні термоінактивації вільної і стабілізованих полімерами 
форм серратіопептидази при 50  °С встановлено, що термостабільність 
включених ензимів підвищується порівняно з вільним. 

Отже, закріплення на марлі за допомогою ПВС/альгінат натрію і вклю-
чення в гель Na-КМЦ захищає ензим від несприятливого впливу високих 
температур, про що свідчить зменшення констант термоінактивації в 5,1 і 
2,9 раза (kін для вільного ензиму — 2,5 · 10–2, для іммобілізованих форм —  
0,49 · 10–2 хв–1 та 0,85 · 10–2 хв–1 відповідно) (рис. 5).

Безумовною перевагою іммобілізованих ензимів перед вільними є 
можливість їх тривалого зберігання без значних втрат активності. Вивчен-
ня збереження загальної протеолітичної активності ензиму (0—4 °С, 12 мі-
сяців) в марлевих пов’язках і в гелі показало його високу активність (78 і 
90 % відповідно) (табл. 2), тоді як вільний ензим повністю втрачав актив-
ність впродовж трьох діб.

Кінетичні особливості гідролізу казеїну 
вільною та іммобілізованими формами серратіопептидази

Внаслідок іммобілізації протеолітичних ензимів може змінюватися їх 
швидкість реакції, спорідненість до субстрату, а також низка інших властивос-
тей, тому проведення кінетичних досліджень є актуальним завданням [29, 30].

Вплив закріплення серратіопептидази на марлі за допомогою ПВС/аль-
гінат натрію і включення в гель Na-КМЦ на кінетичні параметри гідролізу 
казеїну визначали після розчинення полімерів, адже матриці створюють 
дифузійні обмеження і перешкоджають проникненню субстрату до іммо-
білізованої пептидази.

При відносно невисоких значеннях концентрації субстрату швидкість 
реакції зростає пропорційно, з подальшим підвищенням концентрації суб-
страту значення швидкості наближається до граничного, а потім починає 
знижуватися, тобто в певному діапазоні концентрацій казеїну відбувається 
інгібування ензиму субстратом (рис. 6). 

Т а б л и ц я 2
Зміни загальної протеолітичної активності ензиму при зберіганні

Час, діб

Протеолітична активність, 
% від максимальної

Час, діб

Протеолітична активність, 
% від максимальної

Іммобілізова-
ний на марлі

Іммобілізова-
ний в гелі

Іммобілізова-
ний на марлі

Іммобілізова-
ний в гелі

Після іммо-
білізації 100 100 30 84,9 90,1

7 85,6 97,8 90 75,4 90,1
14 85,1 98,2 360 77,7 89,5
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Рис. 5. Залежність lg залиш-
кової активності вільної та 
іммобілізованих форм серра-
тіопептидази від часу інкуба-

ції при 50 °С
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Вільний ензим
Іммобілізований на марлі
Іммобілізований в гелі

Показано, що включення ензиму в обидві матриці істотно не впливає на 
Vмакс. гідролізу казеїну (рис. 7, табл. 3), що свідчить про м’який метод іммобі-
лізації серратіопептидази, який не порушує каталітичний центр ензиму.

Однак Км збільшується в 1,2 і 1,3 раза у випадку закріплення ензиму на 
марлі за допомогою ПВС/альгінат натрію і включення в гель Na-КМЦ від-
повідно, що, ймовірно, обумовлено зменшенням спорідненості ензиму до 
субстрату в результаті конформаційних змін глобули білка, або наявності 
в’язкісних обмежень в результаті взаємодії з компонентами матриць.

За допомогою графіка залежності 1/V від S (рис. 8) були проаналізовані 
спадні гілки кінетичних кривих, де спостерігалось інгібування субстратом. 
Значення константи інгібування вільної серратіопептидази казеїном (Кіs) 
становить 9,6 г/дм3.

Рис. 6. Кінетика гідролізу 
казеїну, що каталізується 
вільною і іммобілізовани-
ми формами серратіопеп-

тидази

Рис. 7. Визначення кіне-
тичних параметрів гідро-
лізу казеїну, що каталізу-
ється вільною і іммобілі-
зованими формами серра-
тіопептидази, в координа-

тах Хейнса
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Дослідження інгібування іммобілізованого на марлі ензиму субстратом 
показало збільшення константи інгібування в 3,5 рази (33,6 г/дм3) порівня-
но з вільним. Використання іммобілізованої в гелі пептидази приводило 
до ще більшого зростання Кіs (45,1  г/дм3). Значне збільшення константи 
інгібування є суттєвою перевагою досліджених іммобілізованих форм ен-
зиму, тому що субстратне інгібування значно змінює істинну активність 
серратіопептидази, ускладнює її дослідження і зменшує діапазон робочих 
концентрацій субстрату.

Отже, було розроблено нові біосумісні високоактивні полімерні мате-
ріали комплексної протеолітичної дії і тривалого зберігання у вигляді мар-
левих пов’язок та гелю, перспективні для застосування у терапії ран та опі-
ків. Детально вивчено їх фізико-хімічні та кінетичні особливості. 

Так, отримано та очищено протеолітичний фермент серратіопепти-
дазу з високими казеїнолітичною, колагенолітичною та фібринолітичною 
активностями; методом SDS-електрофорезу доведено гомогенність ензи-
му (М.м. 45 ± 4 кДа). Створено нові біосумісні високоактивні полімерні 
матеріали комплексної протеолітичної дії тривалого зберігання: марлеві 
пов’язки з серратіопептидазою, включеною в ПВС/альгінат натрію, і гель 
на основі Na-КМЦ з іммобілізованим ензимом. Проведено спектрофото-
метричні дослідження і визначено реологічні характеристики полімерів 
при додаванні серратіопептидази, що свідчать про наявність взаємодії 
між ензимом та полімерами. Досліджено фізико-хімічні характеристики 

Т а б л и ц я 3
Кінетичні параметри гідролізу казеїну, що каталізується вільною

і іммобілізованими формами серратіопептидази

Серратіопептидаза Км, г/дм3 Vмакс., мкмоль 
тирозину/мг протеїну за хв

Вільна 3,71 ± 0,22 23,7 ± 0,92
Іммобілізована на марлі 4,42 ± 0,20 24,9 ± 0,74
Іммобілізована в гелі 4,73 ± 0,35 22,7 ± 1,19

Рис. 8. Визначення інгібуван ня суб-
стра том вільної і іммобілізован их 

форм сер ра тіо пепти дази
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отриманих препаратів; показано відсутність суттєвих відмінностей у рН-
профілях активності. У випадку пов’язок показано розширення термо-
профілю активності в області підвищених температур порівняно з віль-
ним ензимом. Встановлено, що іммобілізовані препарати були в 5,1 і 2,9 
раза (для пов’язок і гелів відповідно) більш термостабільними порівняно 
з вільним ензимом. Визначено, що іммобілізація пептидази істотно не 
впливає на Vмакс. гідролізу субстрату. Показано збільшення Км в 1,2 і 1,3 
раза, а також зростання константи інгібування субстратом Кis у 3,5 і 4,7 
раза для пов’язок і гелів відповідно.
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