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ÐÎЗÐÎÁÊА ÒÅÊСÒИËЬÍÎÃÎ ÐАÍÎВÎÃÎ ПÎÊÐИÒÒß  
З ПÐÎÒÅАЗÎЮ С ACREMONIUM CHRYSOGENUM 

На основі біоãеëю з буриõ морськиõ водоростей Laminaria japonica Aresch 
«Ламідан» з іммобіëізованою протеазою С, закріпëеноãо на текстиëь�
ному матеріаëі (ефект «подвійноãо депо»), розробëено ранове покрит�
тя з високою протеоëітичною активністю (475 од/ã ферментноãо пре�
парату) проëонãованої дії (24 ãод). Отримання стабіëізованої форми 
ферменту підтверджено досëідженням фізико-õімічниõ õарактеристик 
(рН- і термооптимуму, рН- і термостабіëьності, в’язкості розчину 
поëімеру з протеазою С). Iммобіëізований препарат в умоваõ раново�
ãо вмісту(рН 5,5) на 90% переважає за активністю віëьний фермент.

К ë ю ч о в і  с ë о в а : протеаза С, «Ламідан», «подвійне депо», ранове 
покриття проëонãованої дії, іммобіëізація.

Нåзâàжàю÷è íà ³ñíóю÷å ð³зíîìàí³òòÿ фîðì ñó÷àñíèх пåðåâ'ÿзóâàëüíèх 
ìàòåð³àë³â з пðîòåîë³òè÷íîю àêòèâí³ñòю (пîë³ìåðí³ пë³âêè, àåðîзîë³, г³äðî-
êîëîїäè, гóбêè), òåêñòèëüí³ пîêðèòòÿ зàëèшàюòüñÿ òðàäèö³éíèì зàñîбîì 
òåðàп³ї ðàí. Пåðåâàгè їх зàñòîñóâàííÿ зóìîâëåí³ âèñîêîю ñîðбö³éíîю 
зäàòí³ñòю, пàðîпðîíèêí³ñòю, äðàпóâàííÿì íà ðàí³ òà ³í. [2, 4, 6–8, 10].  
Â äàíèé ÷àñ пåðñпåêòèâíå ñòâîðåííÿ íà їх îñíîâ³ пðåпàðàò³â з êîìпëåê-
ñíîю б³îëîг³÷íîю àêòèâí³ñòю, пðîëîíгîâàíîї ä³ї, щî âèêëю÷àюòü íåîб-
х³äí³ñòü ÷àñòèх пåðåâ'ÿзîê. 

Нîâèì пåðñпåêòèâíèì íîñ³єì äëÿ зàêð³пëåííÿ (³ììîб³ë³зàö³ї) пðî-
òåîë³òè÷íèх фåðìåíò³â íà òåêñòèëüíîìó ìàòåð³àë³ є пðèðîäíèé б³îгåëü
«Лàì³äàí», îäåðжóâàíèé з бóðîї ìîðñüêîї âîäîðîñò³ ëàì³íàð³ї ÿпîíñüêîї 
(Laminaria japonica Aresch); éîгî îñíîâó íà 35% ñêëàäàє àëüг³íàò íàòð³ю 
– б³îäåгðàäóєìèé пîë³ìåð, щî ìàє гåìîñòàòè÷í³, ñîðбö³éí³ âëàñòèâîñò³ [2]. 
«Лàì³äàí» òàêîж ì³ñòèòü пîë³íåíàñè÷åí³ жèðí³ êèñëîòè, хëîðîф³ë ³ éîгî 
пîх³äí³, ðîñëèíí³ âîëîêíà (8,6%), ðÿä ì³êðîåëåìåíò³â (êàëüö³é, éîä, 
ñåëåí, ìàгí³é, öèíê, ì³äü) ³ â³òàì³í³â (А, Â12, С, Е, D, К), щî ñпðèÿюòü 
пðèñêîðåííю пðîöåñ³â ðàíîзàгîєííÿ. 

Ìåòîю äàíîгî äîñë³äжåííÿ є ñòâîðåííÿ òåêñòèëüíîгî ðàíîâîгî 
пîêðèòòÿ пðîëîíгîâàíîї пðîòåîë³òè÷íîї ä³ї з âèêîðèñòàííÿì б³îгåëю 
«Лàì³äàí». 

© I.I. Рîìàíîâñüêà, С.С. Дåê³íà, 2011
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Матерiали i методи дослiдження
У ðîбîò³ âèêîðèñòîâóâàëè пàпàїí («Merck», ФРН); òðèпñèí («Merck», 

ФРН), òåðèë³òèí (ФС 42224584, Рîñ³ÿ); ëóжíó пðîòåàзó (ДП «Еíзèì», 
Уêðàїíà), пðîòåàзó С Acremonium chrysogenum, шòàì 2911, (ДП «Еí-
зèì», Уêðàїíà); гåëü «Лàì³äàí» з Laminaria japonica Aresch (ÒÓ Ó 15.2-
34396838-001:2006).

Пðîòåîë³òè÷íó àêòèâí³ñòü âèзíà÷àëè зг³äíî [5] з âèêîðèñòàííÿì ñòàí-
äàðòíîгî íèзüêîìîëåêóëÿðíîгî ñóбñòðàòó äëÿ пðîòåàз – NαбåíзîїëD,L-
àðг³í³íпí³òðîàí³ë³ä г³äðîхëîðèäó. Зà îäèíèöю пðîòåîë³òè÷íîї àêòèâíîñò³ 
пðèéìàëè òàêó ê³ëüê³ñòü фåðìåíòó, щî зà 1 хâ пðè 37 °С ñпðèÿє óòâîðåííю 
1 ìêìîëü пí³òðîàí³ë³íó. Âì³ñò б³ëêà âèзíà÷àëè ìåòîäîì Лîóð³Хàðòð³ [9]. 
Дîñë³äжåííÿ б³ëêîâîфðàêö³éíîгî ñêëàäó пðîòåàзè С òà пðîòåîë³òè÷íîї 
àêòèâíîñò³ (зà бåíзîїëDLàðг³í³ííàфòèëàì³äîì) пðîâîäèëè ìåòîäîì 
åëåêòðîфîðåзó â 10% ПААГ зг³äíî [3], з âèêîðèñòàííÿì íàñòóпíèх ìàð-
êåðíèх б³ëê³â: фîñфîðèëàзà Â (97 êДà), бè÷à÷èé ñèðîâàòêîâèé àëüбóì³í 
(66 êДà), îâàëüбóì³í (45 êДà), êàðбîàíг³äðàзà (30 êДà), ³íг³б³òîð òðèп-
ñèíó з ñîї (20 êДà), Lëàêòàëüбóì³í (14 êДà). Iììîб³ë³зàö³ю зä³éñíюâàëè 
зг³äíî [11]. 

Дëÿ âèâ÷åííÿ зàëåжíîñò³ пðîòåîë³òè÷íîї àêòèâíîñò³ ëóжíîї пðîòåàзè 
â³ä ðН, ð³âí³ зà àêòèâí³ñòю пðîбè ³ììîб³ë³зîâàíîгî ³ â³ëüíîгî фåðìåíòó 
³íêóбóâàëè ó â³äпîâ³äíèх бóфåðíèх ðîз÷èíàх (ðН 3,0–12,0), з íàñòóпíèì 
âèзíà÷åííÿì àêòèâíîñò³. Âпëèâ òåìпåðàòóðè íà пðîòåîë³òè÷íó àêòèâí³ñòü 
â³ëüíîгî ³ ³ììîб³ë³зîâàíîгî фåðìåíòó âèâ÷àëè â ä³àпàзîí³ 10–70 °С 
пðè ðН 7,4. Дëÿ âèâ÷åííÿ òåðìîñòàб³ëüíîñò³ ð³âí³ зà àêòèâí³ñòю пðîбè 
òåðìîñòàòóâàëè пðè 60 °С ³ âèзíà÷àëè зàëèшêîâó àêòèâí³ñòü з ³íòåðâàëîì 
10–20 хâ. Кîíñòàíòè òåðìî³íàêòèâàö³ї îб÷èñëåí³ з âèêîðèñòàííÿì 
ê³íåòè÷íîї ñхåìè äèñîö³àòèâíîї òåðìî³íàêòèâàö³ї äëÿ ³ììîб³ë³зîâàíîгî 
пðåпàðàòó, ³ зà òàíгåíñîì êóòà íàхèëó пðÿìîї гðàф³êó зàëåжíîñò³ 
íàòóðàëüíîгî ëîгàðèфìó âåëè÷èíè зàëèшêîâîї àêòèâíîñò³ â³ä ÷àñó ìåòîäîì 
ë³í³éíîї ðåгðåñ³ї äëÿ â³ëüíîгî [1].

Результати дослiдження та їх обговорення 
Дëÿ îòðèìàííÿ ðàíîâîгî пîêðèòòÿ íà òåêñòèëüí³é îñíîâ³ з «Лàì³äà-

íîì» òà пðîòåîë³òè÷íèìè фåðìåíòàìè íàìè äîñë³äжåíà ³ììîб³ë³зàö³ÿ ó 
«Лàì³äàí» íèзêè пðîòåàз, щî зàñòîñîâóюòüñÿ ó ðàíîâ³é òà îп³êîâ³é òå-
ðàп³ї, ìàñîâ³ ñп³ââ³äíîшåííÿ фåðìåíò: íîñ³é, ф³зèêîх³ì³÷í³ îñîбëèâîñò³ 
фóíêö³îíóâàííÿ, ìîжëèâ³ñòü äîâгîòðèâàëîгî збåð³гàííÿ пðîòåîë³òè÷íîї 
àêòèâíîñò³. 

У òàбë. 1 íàâåäåí³ ðåзóëüòàòè ³ììîб³ë³зàö³ї äîñë³äжóâàíèх пðîòåàз 
â б³îгåëü «Лàì³äàí». Âòðàòà пðîòåîë³òè÷íîї àêòèâíîñò³ пàпàїíîì, òðèп-
ñèíîì, òåðèë³òèíîì, ëóжíîю пðîòåàзîю â хîä³ ³ììîб³ë³зàö³ї ìîжå бóòè 
îбóìîâëåíà ³íàêòèâóю÷îю ä³єю íîñ³ÿ, âíàñë³äîê íàÿâíîñò³ зíà÷íîї ³îííîї 
ñèëè гåëю. Пîêàзàíî, щî зì³íà ìàñîâèх â³äíîшåíü ìàòðèöÿ: фåðìåíò ó 
ìåжàх 1:0,02 – 1:1 òàêîж íå пðèзâåëà äî пîзèòèâíèх ðåзóëüòàò³â [11]. 
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Тàбëèöÿ 1
Активнiсть вiльних та iммобiлiзованих у гель «Ламiдан» протеолiтичних ферментiв 

Table 1
Activity of free and immobilized in to «Lamidan»gel proteolytic enzymes

Фермент 
Протеолiтична активнiсть, од/г 

до iммобiлiзацiї пiсля iммобiлiзацiї

Пàпàїí 365,2 ± 18,1 0

Тðèпñèí 273,4 ± 12,9 53,3 ± 2,9

Тåðèë³òèí 34,5 ± 1,8 0

Лóжíà пðîòåàзà 83,7 ± 4,5 0

Пðîòåàзà С 494,9 ± 26,7 473,0 ± 24,3

Тîìó îб’єêòîì äëÿ ³ììîб³ë³зàö³ї ó «Лàì³äàí» бóëà îбðàíà пðîòåàзà 
С, ÿêà â³äð³зíÿëàñÿ ê³ëüê³ñíèì збåðåжåííÿì пðîòåîë³òè÷íîї àêòèâíîñò³ 
ìàñîâèх â³äíîшåííÿх ëàì³äàí : фåðìåíò 1: 0,04. Зíà÷íå зìåíшåííÿ пðè-
âåäåíîї â'ÿзêîñò³ пîë³ìåðó (àëüг³íàòó íàòð³ю, ÿêèé є îñíîâíîю ñêëàäîâîю 
б³îгåëю) пðè äîäàâàíí³ фåðìåíòó ìîжå ñâ³ä÷èòè пðî óòâîðåííÿ б³ëêîâîгî 
àñîö³àòó àëüг³íàòб³ëîê, пðè öüîìó â³äбóâàєòüñÿ êîìпàêòèзàö³ÿ б³ëêîâèх 
ìîëåêóë зà ðàхóíîê ³îííèх âзàєìîä³é (ðèñ. 1). 

Рис. 1. Вплив ферменту на реологiчнi характеристики альгiнату натрiю

Fig. 1. The effect of enzyme on sodium alginate rheological characteristics

Лужна протеаза 83,7 ± 4,5 0

Протеаза С 494,9 ± 26,7 473,0 ± 24,3

Тому об’єктом для іммобілізації у «Ламідан» була обрана протеаза С, яка 

відрізнялася  кількісним  збереженням  протеолітичної  активності  масових 

відношеннях ламідан : фермент 1: 0,04. Значне зменшення приведеної в'язкості 

полімеру  (альгінату  натрію,  який  є  основною  складовою  біогелю)  при 

додаванні ферменту може свідчити про утворення білкового асоціату альгінат-

білок,  при  цьому  відбувається  компактизація  білкових  молекул  за  рахунок 

іонних взаємодій (рис. 1). 
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Рис. 1. Вплив ферменту на реологічні характеристики альгінату натрію

Fig. 1. The effect of enzyme on sodium alginate rheological characteristics

Вивчення  фракційно-білкового  складу  протеази  дозволило  виявити  13 

білкових  фракцій  в  діапазоні  молекулярних  мас  від  <10  до  43  кДа:  М.м. 

основних  білків: 10–16 кДа  (≈  50%), 19–20 кДа  (≈ 20%) і 24–43 кДа (≈ 30%) 

(рис.  2  а).  Показано,  що  65% білка  препарату  має  протеолітичну  активність 

(рис. 2 б), найбільш висока активність (43,10%) визначена для фракції № 2. 
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Âèâ÷åííÿ фðàêö³éíîб³ëêîâîгî ñêëàäó пðîòåàзè äîзâîëèëî âèÿâèòè 
13 б³ëêîâèх фðàêö³é â ä³àпàзîí³ ìîëåêóëÿðíèх ìàñ â³ä <10 äî 43 êДà: 
Ì.ì. îñíîâíèх б³ëê³â: 10–16 êДà (≈ 50%), 19–20 êДà (≈ 20%) ³ 24–43 
êДà (≈ 30%) (ðèñ. 2 à). Пîêàзàíî, щî 65% б³ëêà пðåпàðàòó ìàє пðîòå-
îë³òè÷íó àêòèâí³ñòü (ðèñ. 2 б), íàéб³ëüш âèñîêà àêòèâí³ñòü (43,10%) âè-
зíà÷åíà äëÿ фðàêö³ї ¹ 2. 

à

  б
Рис. 2. Електрофореграми препарату протеази С: 

а – SDS-електрофорез, б – нативний електрофорез.

Fig. 2. Protease C preparation electrophoregramms: 

a – SDSelectrophoresos, b – native electrophoresis

Пðè зàêð³пëåíí³ ³ììîб³ë³зîâàíîї пðîòåàзè С íà òêàíèíí³é îñíîâ³ (ìàð-
ë³) îòðèìàí³ òåêñòèëüí³ пîêðèòòÿ, îñíîâí³ хàðàêòåðèñòèêè ÿêèх íàâåäåí³ 
â òàбë. 2. Â³äзíà÷åíî ê³ëüê³ñíå âêëю÷åííÿ б³ëêó ³ 95% збåðåжåííÿ пðî-
òåîë³òè÷íîї àêòèâíîñò³ (475 îä/г).

Тàбëèöÿ 2
Характеристики текстильного покриття з iммобiлiзованою протеазою С

Table 2
The characteristics of textile coatings with immobilized protease C

Показники Одиницi вимiрювання Результати визначення

Пðîòåîë³òè÷íà àêòèâí³ñòü îä/г фåðìåíòó 475,0 ± 15,6

Âì³ñò фåðìåíòó ìг/г пðåпàðàòó 40 ± 2,7

Пëîщà ñì2 36 ± 2,1

Ìàñà г 0,83 ± 0,05

Рîз÷èíí³ñòü ó âîä³,
ó ф³з. ðîз÷èí³

– íåðîз÷èíí³, íàбðÿêàюòü

Сòðîê збåð³гàííÿ ð³ê 1,5
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Ìàêñèìàëüíà àêòèâí³ñòü пðåпàðàòó ñпîñòåð³гàєòüñÿ ÷åðåз 4 гîä ³ пðî-
òÿгîì òðèâàëîгî ÷àñó (24 гîä) âîíà зàëèшàєòüñÿ пîñò³éíîю (ðèñ. 3). 
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Рис. 3. Залежнiсть протеолiтичної активностi iммобiлiзованної протеази С  
вiд часу її iнкубацiї у водному розчинi (37 °С)

Fig. 3. The dependence of immobilized protease C proteolytic activityon the 
incubation time in water solution (37 °С)

Пðîëîíгîâàí³ñòü пðîòåîë³òè÷íîї ä³ї пðåпàðàòó зàбåзпå÷óєòüñÿ åфåêòîì 
«пîäâ³éíîгî äåпî» [4], щî ñòâîðюєòüñÿ зàâäÿêè âêëю÷åííю фåðìåíòó 
â «Лàì³äàí» з íàñòóпíèì зàêð³пëåííÿì íà òåêñòèëüíîìó ìàòåð³àë³. 
Îòðèìàíèé ³ììîб³ë³зîâàíèé пðåпàðàò ñòàб³ëüíèé пðè збåð³гàíí³ â óìîâàх 
íèзüêèх òåìпåðàòóð (0–4 °С) пðîòÿгîì 1,5 ðîê³â. 

Пðè âèâ÷åíí³ зàëåжíîñò³ пðîòåîë³òè÷íîї àêòèâíîñò³ â³ä ðН ñåðåäî-
âèщà íå ñпîñòåð³гàëîñÿ зíà÷íèх зì³í ðНпðîф³ëю ³ììîб³ë³зîâàíîгî фåð-
ìåíòó пîð³âíÿíî з â³ëüíèì, îäíàê ñë³ä зàзíà÷èòè, щî пðè âèâ÷åíí³ ðН
ñòàб³ëüíîñò³ пðè ðН 5,5 (37 °С) ÷åðåз 2 гîäèíè ³íêóбàö³ї àêòèâí³ñòü ³ì-
ìîб³ë³зîâàíîї пðîòåàзè ñòàíîâèëà 60%, òîä³ ÿê â³ëüíà â äàíèх óìîâàх íå 
фóíêö³îíóâàëà (ðèñ. 4). Тàêà пîâåä³íêà ³ììîб³ë³зîâàíîгî фåðìåíòó пîÿñ-
íюєòüñÿ ñòàб³ë³зóю÷îю ä³єю ìàòðèö³. 

Âèâ÷åííÿ òåìпåðàòóðíèх зàëåжíîñòåé пðîòåîë³òè÷íîї àêòèâíîñò³ пðî-
òåàзè С âèÿâèëî ñòàб³ë³зàö³ю ³ììîб³ë³зîâàíîгî пðåпàðàòó â óìîâàх âèñî-
êèх òåìпåðàòóð (60–70 °С); пîð³âíÿííÿ êîíñòàíò òåðìî³íàêòèâàö³ї â³ëü-
íîї òà ³ììîб³ë³зîâàíîї пðîòåàзè С пîêàзàëî, щî ³ììîб³ë³зîâàíèé фåðìåíò 
б³ëüш ñò³éêèé зà âèñîêèх òåìпåðàòóð, í³ж éîгî â³ëüíà фîðìà (0,176 хâ-1 
³ 0,209 хâ-1, â³äпîâ³äíî). 
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Рис. 4. Протеолiтична активнiсть вiльної i iммобiлiзованої протеази С в умовах 
ранового вмiсту (рН 5,5)

Fig. 4. Free and immobilized protease C proteolytic activity in wound content   
(pH 5,5) conditions

Â ðåзóëüòàò³ пðîâåäåíîї ðîбîòè äîñë³äжåíî âпëèâ б³îгåëю «Лàì³äàí» 
íà збåðåжåííÿ àêòèâíîñò³ пðè ³ììîб³ë³зàö³ї пðîòåîë³òè÷íèх фåðìåíò³â 
ð³зíîгî пîхîäжåííÿ (пàпàїí, òðèпñèí, òåðèë³òèí, ëóжíà пðîòåàзà, пðî-
òåàзà С), ìåòîäîì åëåêòðîфîðåзó âèâ÷åíèé ìîëåêóëÿðíîìàñîâèé ñêëàä 
б³ëêîâèх фðàêö³é ³ àêòèâí³ñòü пðåпàðàòó пðîòåàзè С, îòðèìàí³ òåêñòèëüí³ 
пîêðèòòÿ пðîëîíгîâàíîї ä³ї, з п³äâèщåíîю ðН ³ òåðìîñòàб³ëüí³ñòю, з 95% 
збåðåжåííÿì пðîòåîë³òè÷íîї àêòèâíîñò³ äëÿ пîòåíö³éíîгî âèêîðèñòàííÿ 
ó òåðàп³ї ðàí ³ îп³ê³â. 
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ÐАЗÐАÁÎÒÊА ÒÅÊСÒИËЬÍÎÃÎ ÐАÍÅВÎÃÎ ПÎÊÐЫÒИß  
С ПÐÎÒÅАЗÎЙ С ACREMONIUM CHRYSOGENUM

Реферат 

Нà îñíîâå бèîгåëÿ èз бóðых ìîðñêèх âîäîðîñëåé Laminaria japonica 
Aresch «Лàìèäàí» ñ èììîбèëèзîâàííîé пðîòåàзîé С, зàêðåпëåííîгî íà 
òåêñòèëüíîì ìàòåðèàëå (эффåêò «äâîéíîгî äåпî»), ðàзðàбîòàíî ðàíåâîå 
пîêðыòèå ñ âыñîêîé пðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòüю (475 åä/г) пðîëîí-
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гèðîâàííîгî äåéñòâèÿ (24 ÷). Пîëó÷åíèå ñòàбèëèзèðîâàííîé фîðìы фåð-
ìåíòà пîäòâåðжäåíî èññëåäîâàíèåì фèзèêîхèìè÷åñêèх хàðàêòåðèñòèê 
(ðН è òåðìîîпòèìóìà, ðН è òåðìîñòàбèëüíîñòè, âÿзêîñòè ðàñòâîðà пî-
ëèìåðà ñ пðîòåàзîé С). Иììîбèëèзîâàííыé пðåпàðàò â óñëîâèÿх ðàíåâîгî 
ñîäåðжèìîгî (ðН 5,5) íà 90% пðåâîñхîäèò пî àêòèâíîñòè ñâîбîäíыé 
фåðìåíò.

К ë ю ÷ å â ы å  ñ ë î â à : пðîòåàзà С, «Лàìèäàí», «äâîéíîå äåпî», 
ðàíåâîå пîêðыòèå пðîëîíгèðîâàííîгî äåéñòâèÿ, èììîбèëèзàöèÿ.
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THE DEVELOPMENT OF TEXTILE WOUND COATING 
WITH ACREMONIUM CHRYSOGENUM PROTEASE C

Summary

Basing on the brown marine algae Laminaria japonica Aresch «Lamidan» 
biogel with immobilized protease �, fixed on the textile material («double 
depot» effect), the wound coating with high proteolytic activity (475 U/g), 
prolonged action (24 h) was developed. Obtaining of enzyme stabilized 
form was confirmed by investigation of physico-chemical features (pH- and 
thermooptima, pH- and thermostability, viscosity of polymer solution with 
protease C). The immobilized preparation in conditions of wound content 
(pH 5,5) on 90% surpasses in activity free enzyme. 

K e y  w o r d s : protease �, «Lamidan», «double depot», the wound 
coatings of prolonged action, immobilization.

 


