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[1, 2]. Активные функциональные группы в колла-
гене и сложная молекулярная структура, склонная 
к образованию фибрилл и волокон, способствует 
как химическому связыванию, так и адсорбции 
биологически активных низкомолекулярных и 
высокомолекулярных лекарственных веществ. Из-
вестно, что коллаген способен образовывать ком-
плексы с биологическими активными веществами, 
что создает возможности разрабатывать коллаге-
новые материалы направленного действия: анти-
коагулянтного, гемостатического, антисептическо-
го, стимулирующего регенерацию и остеогенез. 
Коллаген обладает большой сорбционной емко-
стью, способностью ресорбироваться и утилизи-
роваться организмом. Низко- и высокомолекуляр-
ные вещества, заключенные в коллагеновые во-
локна, освобождаются при лизисе, обеспечивая 
постепенный пролонгированный эффект [3—7].

В последние годы особое внимание уделяют 
амилазам, широко распространенным в природе, 
физико-химические свойства которых были изуче-
ны на ранних стадиях развития энзимологии[8,9].
Повышенный интерес к амилазам обусловлен их 
применением в пищевой и легкой промышлен-
ности в качестве эффективных биокатализаторов, 
в медицине и тонком органическом синтезе.

Глюкоамилаза (α-1,4:1,6 глюкан-4,6-глюко-
гидролаза, КФ 3.2.1.3) катализирует реакцию ги-
дролиза крахмала до глюкозы, атакуя только 
внешние нередуцирующие концы цепей полиса-

ВВЕДЕНИЕ
Одним из перспективных направлений био-

технологии является разработка сорбционных 
материалов и дальнейшее их применение в меди-
цине в качестве носителей для биологически ак-
тивных веществ. Основной задачей является изуче-
ние сорбционных свойств сорбента с целью созда-
ния комплекса сорбент-сорбат, обеспечивающего 
высокий выход биологически активных веществ и 
обладающего способностью к многократному ис-
пользованию, стабильностью и высокой сорбци-
онной емкостью. Для решения выше изложенной 
задачи наиболее перспективными полисорбентами 
являются белки из-за присутствия большого числа 
возможных центров связывания, расположенных в 
боковых радикалах аминокислот.

В настоящее время особую значимость приоб-
ретают работы по изучению структурно-
функциональных свойств белков соединительной 
ткани, в том числе коллагена и его производных. 
Интерес исследователей к носителям белковой 
природы вполне обоснован, так как они обладают 
высокой химической прочностью, достаточной 
проницаемостью для фермента и субстрата, боль-
шой удельной поверхностью, возможностью по-
лучения в виде удобных в технологическом отно-
шении форм (гранул, мембран), легкой активацией, 
высокой гидрофильностью, невысокой стоимостью 
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харидов, и широко используется в разработке 
новых прогрессивных технологий.

ЭКСПЕРИМЕНТ
Объектом исследования послужил фермент 

глюкоамилаза из Аspergillus awamori, препарат 
Г20Х производства Ладыжинского завода фер-
ментных препаратов, подвергнутый специальным 
методам очистки.

Сорбционную иммобилизацию фермента про-
водили на коллагене, выделенном ферментатив-
ным методом из соединительной ткани крупного 
рогатого скота на кафедре технологии мяса и мя-
сопродуктов Воронежской государственной тех-
нологической акадамии [10].

Для определения активности глюкоамилазы 
использовали глюкозооксидазный метод. Принцип 
метода заключается в том, что глюкоза окисляется 
кислородом воздуха при каталитическом действии 
глюкозооксидазы с образованием перекиси водо-
рода и глюконата. Возникшую перекись водорода 
определяли по реакции окислительного азосоче-
тания с замещенным фенолом и 4-аминоантипи-
рином, которая катализируется пероксидазой.

Расчет каталитической активности произво-
дили по формуле:

 ,

где а — количество глюкозы, образовавшейся в 
1 мл гидролизата, мкг; b — количество фермента 
в 1 мл гидролизата, мг/мл; t — время гидролиза, 
мин; 180 — молекулярная масса глюкозы.

В качестве субстрата использовали раствори-
мый картофельный крахмал фирмы «Экрос».

Для осуществления процесса сорбции 5 г кол-
лагена оставляли на ночь при комнатной темпера-
туре в 25.6 мл ацетатного буфера (рН 4.5). 5 мл 
раствора фермента (10–5 моль/л) добавляли к су-
спензии носителя и перемешивали в колбе с по-
мощью электрической мешалки в тече ние 1.5 часа 
при температуре 25 °C. Центрифугировали при 
3000 об/мин 5 мин, осадок промывали ацетатным 
буфером (рН 4.5), затем дистиллированной водой 
до отсутствия в промывных водах белка (контроль 
осуществляли на спектрофотометре СФ-26 при 
l = 280 нм). Содержание белка в сорбционно свя-
занном ферменте определяли модифицированным 
методом Лоури [11], а каталитическую актив-
ность — глюкозооксидазным методом, причем 
инкубацию сорбированного фермента с субстра-
том осуществляли при перемешивании с помощью 
магнитной мешалки в течение 30 минут.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В связи с вышеизложенным нами была про-

ведена сорбционная иммобилизация глюкоамила-
зы (α-1,4:1,6 глюкан-4,6-глюкогидролаза, КФ 
3.2.1.3) на коллагене.

Для выявления условий наиболее эффективной 
сорбции глюкоамилазы из Aspergillus awamori на 
коллагене были проведены исследования влияния 
исходной концентрации белка, времени инкуба-
ции, температуры и содержания ионов водорода 
на количество связанного белка [12, 13].

На рисунке 1 представлена зависимость коли-
чества сорбированного фермента от концентрации 
ионов водорода.

Оптимальное значение ионов водорода при 
котором происходит процесс сорбции составляет 
4.5—5.0, что согласуется с данными ряда авторов.
[14, 15]. При данном значениях рН фермент в своей 
структуре имеет нейтральный заряд, что позволяет 
ему всупать во взаимодействия сорбент-сорбат.

Следующей серией экспериментов было вы-
явление исходной концентрации фермента необ-
ходимой для осуществления процесса сорбции при 
оптимальном значении рН.

Установлено, что при начальной концентрации 
фермента 1×10–5 моль/л осуществляется наиболее 
эффективное взаимодействие фермент-носитель 
(рис. 2).

Для определения времени, в течение, которого 
необходимо проводить процесс сорбции, было 
изучено влияние продолжительности инкубации 
на количество связанного белка (рис. 3).

Рис. 1. Зависимость количества сорбированной глюкоа-
милазы Q (мг/мг носителя) от концентрации ионов водо-
рода. Q — количество сорбированной глюкоамилазы 
(мг/мг носителя)
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Установлено, что максимальное количество 
фермента иммобилизуется на начальных стадиях, 
через 1,5 часа достигается равновесие. Количество 
сорбированной глюкоамилазы составило 20 мг/
на г коллагена. На биополимере сорбируется 80 % 
фермента.

Представленная на рис. 4 кривая сорбции глю-
коамилазы из Aspergillus awamori коллагеном при 
различных температурах показала, что максималь-
ная сорбция наблюдается при 50 °C.

Анализ результатов экспериментов свидетель-
ствует о том, что адсорбционно иммобилизованная 
глюкоамилаза сохраняет 67 % от каталитической 
активности нативного энзима.

Одной из сорбционных характеристик являет-
ся сорбционная емкость. Сорбционная емкость 
составила 20 мг на 1 г коллагена [16].

Многократность применения ферментов явля-
ется одним из преимуществ при сорбции биообъ-
екта, что обеспечивает достаточно высокую стой-
кость энзима и возможность отделения продукта 
в чистом виде. В связи с этим нами был изучено 
многократное применение сорбированной глю-
коамилазы в реакторе периодического действия. 
Комплекс глюкоамилаза-коллаген обладает доста-
точной прочностью и не разрушался при гидроли-
зе крахмала, что, по-видимому, объясняется боль-
шим количеством связей в комплексе фермент-
носитель. Экспериментальные данные показывают, 
что при 10-кратном применении связанный с кол-
лагеном фермент сохраняет 66,25 % каталитиче-
ской активности свободного фермента (рис. 5).

Установлено, что каталитическая активность 
фермента и содержание белка в сорбированном на 
коллагене препарате, который хранился в лабора-
торных условиях, не изменялись в течение 2 лет. 
Очевидно, фермент достаточно прочно связывается 
с матрицей носителя, существенно не изменяя при 
этом каталитически активной конформации, что 
позволяет применять коллаген в качестве сорбента 
и протектора низко- и высокоактивных веществ.

Рис. 2. Зависимость количества сорбированной глюкоа-
милазы (мг/мг носителя) от исходной концентрации 
белка в растворе (моль/л) при рН 4,7. Q — количество 
сорбированной глюкоамилазы (мг/мг носителя). С — 
исходная концентрация белка в растворе (моль/л)

Рис. 4. Зависимость количества сорбированной глюко-
амилазы от температуры. Q — количество сорбирован-
ной глюкоамилазы (мг/мг носителя), Т — температура

Рис. 3. Кинетическая кривая сорбции глюкоамилазы 
коллагеном. Q — количество сорбированной глюкоами-
лазы (мг/мг носителя), t — продолжительность про-
цесса (ч)
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Выявлено, что коллаген может быть носителем 

и протектором лекарственных и биологически ак-
тивных веществ, пролонгируя их нахождение в 
организме. Структурно-механические и физико-
химические свойства коллагена открывают широкие 
перспективы для получения ряда полезных продук-
тов различного назначения ( пролонгаторы основ-
ных лекарственных форм, биологически активные 
компоненты в составе косметических средств, пи-
щевые пленки, хирургические материалы).

Поэтому решение многочисленных проблем, 
связанных с исследованием основных закономер-
ностей иммобилизации биологически активных 
веществ на биополимерах белковой природы, в 
частности белках соединительной ткани, является 
необходимым условием для создания новых тех-
нологических разработок, лекарственных препара-
тов, обладающих пролонгированным действием.

Вышеизложенное позволяет рекомендовать 
коллагеновые волокна для многократного исполь-
зования в лабораторных и промышленных условиях.
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