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Аннотация. Статья посвящена разработке оптимальной лекарственной формы протеолитиче-
ского фермента на основе коллагеназы, для очищения пораженных тканей от детрита, экссудата. 

Ферменты, широко применяются во многих отраслях, и особенно в последнее время, в сель-
ском хозяйстве. Связано это с технологиями современного животноводства и птицеводства, а так-
же возросшей потребностью новых кроссов и линий в питательных веществах и энергии. Одно 
из направлений - применение кормовых ферментов, активно развивающаяся линия в кормлении 
сельскохозяйственных животных, за последние годы показывающая активный рост. Использование 
ферментов может привести к снижению себестоимости конечного продукта.

Ферменты (энзимы) являясь белками, катализирующими биохимические процессы в организме 
(также относящиеся к протеолитическим ферментам) могут осуществлять расщепление белков в 
корме до пептидов, обеспечивая быстроту всасывания, а значит и насыщения животного.

Различные классы ферментов, таким образом, отвечают за многочисленные процессы в живом 
организме. Следовательно, и применение может быть весьма разнообразным, включая медицину, 
и фармацию. Такой диапазон использования ферментов может породить появление малоотходных 
технологий в их получении и использовании, в том числе при конструировании мягких лекарствен-
ных форм.

Данное направление, является актуальным, так как уже имеющийся ассортимент мягких лекар-
ственных форм и косметических средств не всегда приводит к желаемому успеху. В качестве основ 
рассматривались две – олеогель и карбопол. Биофармацевтические исследования показали большую 
активность коллагеназы, введенной в олеогель. Наиболее оптимальной оказалась 2% концентрация. 
С использованием ротационного вискозиметра для рассматриваемого олеогеля с коллагеназой при 
постоянном температурном режиме 20˚С определены напряжение сдвига и вязкость; по получен-
ным в ходе эксперимента расчетным данным построены «кривая вязкости» и «кривая течения», 
показывающие наличие петли гистерезиса и оптимального интервала вязкости. Сделан вывод о том, 
что разработанная мягкая лекарственная форма – олеогель с коллагеназой обладает выраженными 
тиксотропными свойствами.

Ключевые слова: коллагеназа, олеогель, карбопол, биофармация, детрит, экссудат, протеолити-
ческий фермент.
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Для очистки ран от омертвевших тканей и ле-
чения косметических дефектов, в настоящее вре-
мя используют многочисленные ферментные пре-
параты микробного, растительного и животного 
происхождения [1, 2]. До сих пор для очищения 

ран от денатурированного белка в виде присыпок 
или растворов широко используют различные про-
теолитические ферменты (трипсин, химотрипсин, 
протеолитин, панкреатин, дезоксирибонуклеаза, 
коллагеназа, стрептокиназа, дикиназа, траваза, 
аспераза, эстераза, панкепсин, эластолитин и дру-
гие). Следует отметить, что наиболее доступные 
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ферменты (сериновые, цистеиновые и аспараги-
новые протеиназы) являются малоактивными по 
отношению к коллагену [3]. Другим недостатком 
указанных видов протеаз является кратковремен-
ность их действия в ранах, в виду того, что они 
подвергаются расщеплению тканевыми и сыворо-
точными ингибиторами.

Мазей, содержащих ферменты, сравнительно 
мало. Наиболее широко в России распростране-
на мазь Ируксол, которая оказывает лизирующее 
действие на некротические ткани и одновременно 
обеспечивает очищение ран от микроорганизмов. 
Эта мазь имеет определенные недостатки – и пре-
жде всего, неудачная основа мази. Частично эти 
недостатки устранены в препарате Ируксол-моно, 
в состав которого входит аспераза, и поэтому он 
лучше разрушает фибрин. Известный также пре-
парат Протегентин не нашел широкого приме-
нения в России и за рубежом в связи с тем, что 
при его создании была неудачно выбрана жировая 
основа. Видимые эффекты очищения чаще всего 
связаны с расщеплением под действием протео-
литических ферментов фибрина, но не с разру-
шением коллагена. Поэтому более целесообразно 
применять препараты, обладающие коллагеноли-
тической активностью [4]. 

Когда вопрос касается коллагена, активно-
го строительного материала для косметических 
средств, то выбор соответствующей наружной 
формы для ферментной субстанции – очень значим.

Расщепление гнойного экссудата в ранах – 
злободневная тема. Причины могут быть разноо-
бразны – инфекционный постхирургический про-
цесс, «диабетическая стопа», пролежни, а также 
неудачные последствия косметических операций. 
Первым этапом комплексного лечения таких ран 
является использование ферментных препаратов, 
обладающих коллагенолитической, эластолити-
ческой и протеолитической активностью. Это 
известные препараты – карипазим, трипсин и хи-
мотрипсин. Вызывая деструкцию коллагена - ос-
новного компонента соединительной ткани, выше 
указанные препараты, оставляют интактными гра-
нуляционную ткань и эпителий. При гнойных ра-
нах способствуют более быстрому очищению от 
нежизнеспособных тканей и экссудата, более ран-
нему появлению грануляционной ткани и эпите-
лизации. Предупреждают развитие грубых (типа 
келоидных) рубцов, способствуют сохранению 
функции поврежденной ткани. Однако, каждый из 
выше названных препаратов, обладает определен-
ными недостатками. Так, карипазим, обладая рез-

ким запахом, не стабилен, при применении можно 
наблюдать разжижение препарата. Трипсин и хи-
мотрипсин можно использовать как присыпку, но 
более стабильный эффект возникает при допол-
нительных манипуляциях перед применением, 
а именно, растворяя 50 мг в 5 мл 0,9% раствора 
натрия хлорида, что не всегда удобно. Поэтому, 
расширение диапазона использования фермент-
ных препаратов остается актуальной задачей.

Целью настоящей работы является выбор оп-
тимального варианта использования протеолити-
ческого фермента с помощью нанесения его на 
кожу в виде мягкой формы – традиционной мази. 

Предполагаемая мазь будет обеспечивать очи-
щение пораженных тканей в ране и сглаживание 
грубых (типа келоидных) рубцов в косметологии.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Коллагеназа (Collagenasum) - ферментный ле-
карственный препарат. Действующим компонен-
том препарата является фермент коллагеназа, об-
ладающий протеолитической активностью с узко 
специфической направленностью к расщеплению 
коллагена с выделением свободной аминокисло-
ты — оксипролиналагеназа. Коллагеназа являет-
ся белком с аминокислотным составом, близким 
к составу коллагена; содержит 1% оксипролина и 
7.5% пролина. Активность препарата выражается 
в единицах действия (ЕД). За 1 ЕД принимают ко-
личество коллагеназы, которое при определенных 
условиях выделяет из коллагена не менее 40% со-
держащегося в нем оксипролина; 1 г препарата 
соответствует 500 ЕД.

Для подтверждения возможностей использо-
вания коллагеназы и её эффективности нами были 
приготовлены мази на различных основах: в ка-
честве таковых были использованы олеогель, на 
основе оливкового масло и аэросила [5]. Для вто-
рого варианта была взята одна из наиболее рас-
пространенных и востребованных на сегодняш-
ний день гидрофильных основ – карбопол.

Однако, окончательный выбор вспомогатель-
ных компонентов, в данном случае мазевой осно-
вы возможен на основании биофармацевтическо-
го анализа высвобождения коллагеназы in vitro.

Для определения степени и скорости высво-
бождения коллагеназы из мягкой лекарственной 
формы выбран метод диффузии в агар. Изучали 
диффузию из каждого носителя в агаровый гель по 
следующей методике: в 100 мл 2% агарового рас-
твора разливали в чашки Петри и оставляли для за-
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стывания при комнатной температуре на 30 минут. 
В сформировавшемся геле металлическим цилин-
дром (d = 6 мм) вырезали лунки, в которые поме-
щали 0.3 г мази. Готовую систему оставляли на 24 
часа в термостате при температуре 37 °С. Через 24 
часа после внесения точной навески мази оцени-
вали степень растворения агара вокруг лунки, что 
свидетельствовало о степени высвобождения дей-
ствующего компонента. 

Определение оптимальной концентрации кол-
лагеназы в выбранной основе, проводили также 
методом диффузии в агаровый гель, фиксировали 
зону растворения агара, принимая самой опти-
мальной ту концентрацию, которая давала наи-
большее растворение агара.

Карбополы - это товарная марка кросс-
сополимеров на основе полиакриловой кислоты. 
Это полимерные загустители, в сухом виде макро-
молекулы кросс-сополимера содержат нейтральные 
СООН-группы и представляют собой свернутую 
беспорядочным образом пространственную сетку. 
Взаимодействие с водой приводит к гидратации мо-
лекулы, сетка растягивается и увеличивается в раз-
мерах (рН=3-4). Сетка занимает максимальный объ-
ем, связывая и загущая гидрофильный растворитель 
и растворы, позволяет создать привлекательный 
прозрачный продукт, сохранить прозрачность гелей, 
при введении в их состав различных компонентов. 
Карбопол дает стабильные основы, так как она не 
расслаивается, не высыхает, не комкается, не меняет 
цвет. Немаловажный технологический аспект - ле-
гок в применении: хорошо растворяется в воде, лег-
ко смешивается с любыми активными ингредиента-
ми. Также одно из достоинств карбопола: высокая 
вязкость гелей при низких концентрациях полимера, 
термическая и микробиологическая устойчивость, 
стабильность и химическая стойкость при хране-
нии, совместимость со многими активными веще-
ствами, возможность получения гелей с широким 
диапазоном рН от 4 до 10, легкость контроля вяз-
костных свойств получаемых гелей, способность 
стабилизировать эмульсии, гипоаллергенность, лег-
кость нанесения и удаления с поверхности кожи, 
высокая абсорбция активных и лекарственных ве-
ществ. Оптимальный процент карбопола для по-
лучения гелевой структуры находится в интервале 
0.1-1.6. Необходима нейтрализация щелочью. Гель 
останется стабильным при уровне рН от 5.5 до 8. К 
недостаткам карбопола можно отнести долгое время 
предварительного замачивания (до 12 часов), однако 
современные марки уже лишены этого недостатка. 

Выбор основы при лечении мягкими лекар-

ственными формами является зачастую – цен-
тральным звеном исследований [6, 7].

Реологические исследования. Перед заполнени-
ем анализируемой пробой контейнер циркуляцион-
ной ячейки адаптера APM тщательно протирался 
спиртоэфирной смесью 2:1 и высушивался на воз-
духе; образец мази выдерживался в течение получа-
са при температуре 20°С. Тип коаксиального шпин-
деля и объем исследуемой пробы мази подбирались 
согласно таблицам-приложениям к прибору и экспе-
риментально. Анализ проводили с использованием 
18 последовательно увеличивающихся скоростей 
вращения шпинделя (об/мин; восходящая).

Разрушение структуры изучаемого геля про-
водили путем вращения шпинделя в измеритель-
ном устройстве на максимальной скорости (100 
об/мин.) в течение 10 минут, после чего, остано-
вив вращение прибора на 10 минут, регистриро-
вали показания индикатора (значение вязкости в 
mPa•sh) на каждой из 18 скоростей шпинделя при 
их уменьшении (нисходящая).

Измерения считали состоявшимися, только 
после того, как шпиндель совершал пять оборо-
тов на заданной скорости в связи с тем, что для 
стабилизации показаний требуется некоторое вре-
мя. Изучение реологических свойств мазей прово-
дилось при строгом условии ламинарного течения 
жидкости [8, 9].

Механическую стабильность рассчитывали 
как отношение предела прочности структуры не-
разрушенной системы (λ1) к величине предела 
прочности структуры системы, подвергнутой раз-
рушению в течение 10 минут (λ2).

Полученные в ходе эксперимента данные об-
рабатывались согласно Шрамм с использованием 
компьютерного обеспечения [10].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Для получения олеогеля было необходимым 

выбрать оптимальную концентрацию аэросила для 
загущения. Образец с содержанием аэросила 3% 
в оливковом масле представлял собой абсолютно 
прозрачную гомогенную систему с низкой вязко-
стью, но он подвергся синерезису, разделившись 
на два слоя: нижний — мутный (чуть более вяз-
кий), составивший около 70% объема, и верхний - 
абсолютно прозрачный и практически жидкий как 
оливковое масло. Концентрация аэросила до 5%  
недостаточна для получения упруго-пластичной 
системы с оливковым маслом. Наиболее приемле-
мым для получения олеогелей для наружного при-
менения нами выбрано 6%-е содержание аэросила.

Разработка мягкой лекарственной формы
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Следующая основа для эксперимента – на ос-
нове карбопола (карбоксиполиметилена). 

Таблица  1. 
Мазевые основы с коллагеназой

Компоненты Мазевые композиции
1 2

Коллагеназа 2.0 2.0
Оливковое масло - 92.0
Аэросил - 6.0
Карбопол 1.6 -
Натрия гидроксид 1.6 -
Вода очищенная До 100.0 -

Обе полученные мазевые основы однородны 
по консистенции, пластичны. Что является залогом 
хорошего намазывания и в технологическом плане 
производства, облегчает процесс наполнения ба-
ночек и туб. Однако, окончательный выбор вспомо-
гательных компонентов, в данном случае мазевой 
основы возможен на основании биофармацев-
тического анализа высвобождения коллагеназы.

Для определения степени и скорости высво-
бождения действующего вещества из мягких ле-
карственных форм выбран метод диффузии в агар. 
В результате было установлено, что наибольшую 
степень высвобождения коллагеназы обеспечива-
ет мазевая композиция № 2. Кроме того, она бо-
лее плотная, так как коллагеназа не растворима в 
маслах и распределяется в олеогеле по типу су-
спензии, не разжижая ее, не растекается и в ус-
ловиях комнатной температуры, не теряет своей 
формы. Данные технологические особенности 
могут позволить более длительное пребывание 
лекарственной формы на определенном поражен-
ном участке, что очень важно при гнойно-некро-
тических поражениях, соответственно, удлиняет-
ся время контакта и очевиден визуальный эффект.

Таким образом, для дальнейших исследова-
ний был выбран – олеогель.

Следующим этапом наших исследований было 
определение оптимальной концентрации коллаге-
назы в выбранной основе. Определение проводили 
методом диффузии в агаровый гель. Готовили мази 
с разной концентрацией коллагеназы - 1, 2, 5%. 
Определяли с помощью миллиметровой бумаги 
размеры белесых зон, разрушения агара под дей-
ствием протеолитеской активности коллагеназы.

Анализируя размеры белесых зон, можно сделать 
заключение, что наиболее оптимальная концентра-
ция составляет 2% с коллагеназой поскольку мазь с 
концентрацией 1% дает минимальную степень вы-
свобождения, а мазь с концентрацией 5%, дает прак-
тически одинаковую степень высвобождения с 2%. 

Таким образом, оптимальной концентрацией 
является 2% концентрация.

Структурно-механических свойств мази с 
коллагеназой определяли путем реологических 
исследований. Созданная композиция представ-
ляет собой высоковязкий бесцветный прозрач-
ный гидрофобный гель нейтральной реакцией 
со своеобразным специфическим запахом. Об-
ладает высокой химической стабильностью, не 
расслаивается, а также не прогоркает при дли-
тельном хранении. Основные результаты про-
веденного эксперимента по изучению структур-
но-механических свойств, приведены в таблице 
№ 2. Из данных представленных в таблице № 2 
видно, что при увеличении скорости вращения 
шпинделя (увеличении скорости сдвига) на-
блюдается увеличения предельного напряжения 
сдвига и уменьшение эффективной вязкости 
под воздействием возрастающих сил деформа-
ции при прямом ходе выполнения эксперимен-
та и противоположная зависимость с неболь-
шим запаздыванием при обратном ходе, а это, в 
свою очередь, является свидетельством наличия 
структуры в исследуемом геле при 20˚С.

Таблица 2.
Результаты изучения реологических свойств геля с коллагеназой

Скорость вращения 
шпинделя, об/мин

Скорость 
сдвига, с-1

Восходящая Нисходящая
Напряжение 
сдвига, mPa Вязкость, mPa•sh Напряжение 

сдвига, mPa Вязкость, mPa•sh

0.3 0.279 20248.425 72575.0 9695.529 34751.0
0.5 0.465 22894.275 49235.0 10780.000 23184.0
0.6 0.558 25536.870 45765.0 11110.338 19911.0
1.0 0.930 31882.260 34282.0 13317.600 14320.0
1.5 1.395 33753.420 24196.0 17155.710 12298.0
2.0 1.860 37944.000 20400.0 20737.140 11149.0
2.5 2.325 39132.000 16831.0 23389.500 10060.0
3.0 2.790 41534.730 14887.0 26114.121 9359.9
4.0 3.720 45004.560 12098.0 32672.760 8783.0
5.0 4.650 45447.705 9773.7 45447.705 9773.7

Примечание: - шпиндель TR-8 (коэффициент – 0.93), объем пробы 7.1 мл; - закручивания пружины для всех измерений на-
ходилось в интервале 15-100 %
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Для изучения тиксотропных свойств геля 
(свойства дисперсных систем изменять свою 
структуру под влиянием механических воздей-
ствий и восстанавливать прежнюю структуру по-
сле прекращения этого воздействия) на основании 
экспериментальных данных строились кривые за-
висимости скорости сдвига от напряжения сдвига 
(кривые течения, рисунок 1) и скорости сдвига от 
вязкости (кривые вязкости, рисунок 2).

Рис. 1. Кривая течения геля при 20°С

Рис. 2. Кривая вязкости геля при 20°С
Кривая течения свидетельствует о том, что 

«восходящая» кривая (отмечена черным цветом), 
характеризующая разрушение системы, отлича-
ется от «нисходящей» кривой (отмечена серым 
цветом), характеризующей восстановление си-
стемы.

Данное расположение кривых объясняется со-
хранением остаточной деформации после сильного 
ослабления структуры под влиянием ранее прило-
женного напряжения. Такое поведение тиксотроп-
ной системы принято называть гистерезисом, а 
реограмму, отражающую эти процессы – «петлей 
гистерезиса» - графическое доказательство нали-
чия явления тиксотропии для изучаемых объектов. 

Эффект тиксотропии для геля количественно 
оценивался посредством определения энергии 
тиксотропии образца в джоулях, отнесенных к 
единице объема в сдвиговом зазоре (таблица 3). 

Ширина петли гистерезиса также может слу-
жить относительной оценкой степени структу-
рообразовательных процессов в дисперсионной 
системе и характеризует намазываемость и рас-
пределение на поверхности, способность к напол-

нению туб при фасовке, выдавливаемость из туб и 
другие свойства мази.

Обширная площадь гистерезиса, заключен-
ная в пределах единственного цикла измерений, 
определяет величину тиксотропии испытуемого 
образца [10, 11].

Таблица 3.
Результаты количественной оценки эффекта 

тиксотропии для геля
Расчетные данные Энергия тиксотро-

пии, ДжПлощадь петли 
гистерезиса, см2

Объем 
пробы, мл

60405.98 7.1 8507.88

Анализ кривой вязкости подтверждает, что 
интервал величины вязкости для геля располага-
ется в районе общепринятого реологического оп-
тимума консистенции для мазей на гидрофильных 
основах (после сопоставления имеющихся в ли-
тературе данных, полученных на вискозиметрах 
принципиально различных конструкций: CR- и 
CS- реометров) [12, 13, 14].

Механическую стабильность рассчитывали 
по методике, описанной выше. Результаты приве-
дены в таблице  4.

Таблица 4.
Результаты изучения механической стабильности 

исследуемого геля
Расчетные данные Механическая 

стабильностьλ1, mPa λ 2, mPa
20248.425 9695.529 2.08

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основе коллагеназы разработана мазь, для 

использования в космецевтике и дерматологии. 
Был проведен выбор оптимальной основы-но-
сителя с использованием биофармацевтических 
методик in vitro. Установлено, что оптимальным 
гелеобразователем является аэросил, введенный 
в оливковое масло, он прост в технологии и эко-
номически выгоден. Эффективный загуститель 
работает интервале pH 4-8, что обеспечивает от-
сутствие раздражения кожи.

Установлена необходимая концентрация кол-
лагеназы - 2%. 

Полученная мазь была охарактеризована с по-
зиций структурно-механических: были определе-
ны такие реологические показатели, как напряже-
ние сдвига, динамическая вязкость. Установлено 
взаимоотношение этих показателей и показаны 
оптимальные значения для таких базовых реоло-
гических параметров. Разработанная мазь ведет 
себя как псевдопластическая структура. Для раз-
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работанной мази эффект снижения вязкости под 
влиянием сдвига является обратимым и она вос-
станавливает высокую вязкость при снижении 
скорости сдвига. 

Таким образом, разнообразный характер вли-
яния ферментов на биохимические процессы 
организма, позволяет их широко использовать 
практически во всех областях хозяйственной де-
ятельности, в том числе в медицине и фармации.
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Abstract. The article is devoted to the development of an optimal dosage form of a proteolytic enzyme 
based on collagenase for cleansing affected tissues from detritus and exudate. 

Enzymes are widely used in many industries, and especially recently, in agriculture. This is due to the 
technologies of modern livestock and poultry farming, as well as the increased need for new crosses and 
lines in nutrients and energy. One of the directions is the use of feed enzymes, an actively developing line 
in the feeding of farm animals, which has shown active growth in recent years. The use of enzymes can 
reduce the cost of the final product. 

Enzymes (enzymes) being proteins that catalyze biochemical processes in the body (also related to 
proteolytic enzymes) can carry out the splitting of proteins in the feed to peptides, providing fast absorption, 
and therefore saturation of the animal.

Different classes of enzymes are thus responsible for numerous processes in the living organism. 
Therefore, the application can be very diverse, including medicine and pharmacy. This range of use of 
enzymes can give rise to low-waste technologies in their production and use, including in the design of soft 
dosage forms.

This direction is relevant, since the existing range of soft dosage forms and cosmetics does not always 
lead to the desired success. Two bases were considered – oleogel and carbopol. Biopharmaceutical studies 
have shown greater activity of collagenase injected into oleogel. The most optimal concentration was 2%.

Using a rotary viscometer for the oleogel with collagenase under consideration at a constant temperature 
of 20C, the shear stress and viscosity were determined; according to the calculated data obtained during the 
experiment, a "viscosity curve" and a "flow curve" were constructed, showing the presence of a hysteresis 
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loop and an optimal viscosity interval. It is concluded that the developed soft drug form – oleogel with 
collagenase has pronounced thixotropic properties.

Key words: collagenase, oleogel, carbopol, biopharmacy, detritus, exudates and proteolytic enzyme.
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